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MUTANTS DE LA PROTEINE TAT DU VIRUS VIH-1 

La presente invention a pour objet des mutants de la proline Tat du virus VIH-1 
et un vaccin comprenant au moins un desdits mutants. 

Le virus VIH est 1* agent etiologique du SIDA. Le VIH appartient k la femille des 
retrovirus humains (Retroviridae) et a la sous-famille des lentivirus. Panni les deux 
types de VIH (VIH-1 et VIH-2), le VIH-1 est le plus cytopathique et le plus prevalent 
dans le monde entier, en particulier dans les pays occidentaux. L'infection par VIH-1 est 
accompagnee d'un dysfonctionnement immunitaire precoce chez les etres humains 
infectes par le virus. 

Comnie les autoes retrovirus, VIH-1 a des genes qui codent pour des proteines 
structurelles du virus. Le gene gag code pour la proteine qui forme le core du virion, 
incluant l'antigene p24, Le gene pol code pour les enzymes responsables de la 
transcription inverse (transcriptase inverse) et de Integration (integrase). Le gene env: 
code pour les glycoproteines d'enveloppe. Toutefois VIH-1 est plus complexe que les 
autres retrovirus et contient six autres genes (tat, rev, nef 9 vif, vpr et vpu) qui codent 
pour des proteines impliqu6es dans la regulation de l'expression des genes du virus. Le 
genome du VIH-1 comprend egalement les LTR 5' et 3' (Long Terminal Repeat) qui 
comprennent des elements de regulation impliques dans l'expression des g£nes du virus. 

In vivo, Tat est une proteine necessaire pour la replication du VIH-1. La ou les 
fonction(s) de Tat dans la transcription ont grandement ete etudiee(s) et il est maintenant 
k peu pres clair qu'un des r61es principaux de Tat est la regulation de la transcription k 
partir du LTR 5\ Tat est un activateur de la transcription par trans-activation du LTR 5', 
via sa fixation k la sequence TAR en mSme temps qu'a d'autres facteurs cellulaires, 
avec pour resultante une augmentation de la transcription virale et de Teiongation. La 
trans-activation du LTR par la proteine Tat est essentielle a la fois pour l'expression des 
genes et la replication du virus. La trans-activation du promoteur viral par la proteine 
Tat (17,18) permet la production a grande echelle d'ARN messagers viraux dont le 
transfert dans le cytoplasme est sous la dependance d'une autre proteine de regulation, 
la proteine Rev. Tat et Rev r6gulent l'expression du VEH-1 (7). La proteine Tat est 
secretde par ies cellules infectees par le VIH-1. Une fois a l'exterieur de la cellule, elle 
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est capable d'etre intemalisee par des cellules votsmes (9, 14), Infect* * ou uou, pou un. 
ainsi induire des modifications de fetal deactivation de lymphocytes T non mfectte. EUe 
est done directement impliquee dans la progression d« STDA et probablement dana des 
pathologies associies au SID A, comme le sarcome de Kaposi. 

La proteine Tat complete est composee de 101 acides amines, les r&idus 1-72 
6tant codes par un premier exon et les residus 73-1 01 etant codes par un deuxieme exon. 
La proteine Tat est fortement conserve* Une forme tronquee de 86 aeides amines, qu. 
„e correspond pas a la forme native, existe dans quelqnes sonches de laboratone 
sMennes amis passages en culture. Cette fomte tronquee est dne a rinbroduction d'un 
codon stop a la position 87 pendant lea passages en culture, mais plus de 90% des 
prot6ines Tat etudiees maintiennent la configuration de 101 acides amines. B.en qne les 
aeides amine* 87-101 ponrraient ne pas contribner grandement a la propagation ex vtvo, 
,eur conservation dans les isolate nanorels de VTH-1 qui se repliquent est une indication 
de leur importance biologique. La proteine Tat native de V1H-1 de 101 aeides amines 
est composee de cin, domainea physiques, mais le mecanisme moleculaire par lequel 
elle agit n'est pas encore complement dlucide. Brievement, ees cinq domames sont 
dterits dans la publication de Jeang, K. T et al. (18). Dans cette publication, le domame 
! correspond anx acides amines 1-20 richea en residua aeides, le domaine 2 correspond 
aux acides amines 21-40 richea en residua cysteine (7 residua cysteines parmi lesquels 6 
sont tres fortement conserves), le domaine 3 correspond aux aeides amines 41-48 qu, 
eontien, le motif RKGLGI commun a VIH-1, VM-2 e, SIV, le domaine 4 correspond 
aux acides amines 49-72 et contient un motif basique RICKRRQRRR e. le domaine 5 
correspond aux aeides amines 73-101 etcomprendunmoufRGD.Le role du domame I 
n-est pas encore elucide. II a seulement ete montrf que des changements d'un seul ac.de 
amine au niveau de ce domaine etaient bien toleres e, n'alteraient pas la fonctionnahte 
de la proteine Tat. Une hypothese emise est que le domaine 1 ponrrait etre unphque 
dans la trans-activation. Le changement de six cysteines parmi les sept dans le domame 
2 about la fonotionnaUte de la proteine Tat. Ce domaine est important pour la 
transactivation. Le rdle du domaine 3 n'es, pas elucide. Le domaine 4 eonfere les 
proprie.es de fixation de Tat a 1'ARN TAR et est important pour la localisation 
nucleaire ainsi que pour le transport tranacellulaire de la proteine Tat. Le domame 5 
semitdgalementimpliquedansletransporttranscellulairedelaprotemeTat. 



Dans la description detaillee de l 'invention qui va suivre, les presents inventeurs 
sont partis de la sequence de la souche ACH320.2A.2. 1 (n° d'accession NCBI U34604) 
et ont affine la notion de domaines telle que donnee dans la publication de Jeang, K.T et 
al. (18). Ainsi et en reference a cette souche particuliere, dans la presente invention le 
domaine 1 correspond aux acides amines 1-21 (role non elucid6), le domaine 2 
correspond aux acides amines 22-37 (implique dans la trans-activation), le domaine 3 
correspond aux acides amines 38-48 (r&le inconnu) et le domaine 5 correspond aux 
acides amines 73-101 (transport transcellulaire). Dans le domaine 4 correspondant aux 
acides amines 49-72, c'est le peptide 49-57 qui est important pour la fixation a PARN 
TAR, pour la localisation nucleaire et pour le transport transcellulaire de Tat (18). 

La raise au point d'un vaccin contre le VIH-1 est attendue au niveau mondial. 
Chez les patients infectes par le VIH-1, une reponse immune contre Tat et Rev est 
seulement detectee chez les persormes pour lesquelles l'infection ne progresse pas en, 
SIDA. (26). Plusieurs etudes de vaccination utilisant Tat et/ou Rev dans le modele j 
ammal VIS ont montre une protection partielle ou complete contre l'infection (4-6, 21).; : 
Cependant, la transposition directe de ces protocoles de vaccination chez rhomme n'est ■ 
pas possible. H a entre autres ete monfce que Tat a des effets toxiques in vitro (19, 22). • 
Ces effets toxiques comprennent (i) la deregulation de signaux cellulaires hnpliques. 
dans l'apoptose (28, 30), (ii) la der6gulation de l'expression de parties de genes du 
systeme immunitaire tel que le gene codant pour l'interleukine-2 (29), ou de genes 
codant pour les molecules du Complexe Majeur d'ffistocompatibilite (CMH) de classe I 
(16), et/ou (iii) l'induction d'angiogenese (1, 2, 20). La proteine Tat doit done Stre 
detoxifI6e avant d'Stre utilisee comme antigene vaccinal. ,Une equipe a choisi de 
detoxifier la proteine Tat par inactivation chimique (10). Cependant, une telle 
inactivation ne peut Stre effectuee que dans 1'optique de l'utilisation de proteines 
recombinantes comme antigenes vaccinaux. Afln de pouvoir utiliser la proteine Tat sous 
forme d'acide nucleique dans un vecteur recombinant, vivant ou non, seule une 
detoxification gen6tique pourra gtre envisagee. Les presents inventeurs ont done choisi 
d'explorer cette voie pour la detoxification de la proteine Tat, par mutagenese dirigee, 
pour permettre son utilisation a la fois comme sous-unite proteique vaccinale et/ou 
comme une partie d'un vecteur de vaccination. 
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La presente invention conceme l'utilisation d J un proceae ae mumuon de pi ul^, 

pour la preparation de mutants detoxifies et immunogenes de la proteine Tat de type 
sauvage. 

Par "mutants d6toxifies de la proteine Tat de type sauvage", on designe une 
5 proteine Tat ne presentant plus les effets toxiques suivants : 

» lorsqu'elle est secretee par une cellule infectee, la protdine Tat est toxique sous 
forme exogene sur les cellules non infectees par le VJH-1, par sa capacite a induire une 
signalisation cellulaire par fixation a des recepteurs de surface, et sa capacite a etre 

intemalisee par des cellules non infectees et transports vers le noyau de la cellule 

10 cible ; 

• de facon exogene et endogene, la proteine Tat va se localiser dans le noyau de 
la cellule cible et induire la regulation de l'expression de genes cellulaires, pouvant 
impliquer les proprietes transactivatrices ou le domaine 5 de la proteine Tat. 

Par "mutants immunogenes de la proteine Tat de type sauvage", on designe un 
mutant capable d'induire la production d'anticorps apres injection a un animal modele, 
ces anticorps ayant la capacitd de reagir a la fois avec le mutant de la proteine Tat mais 
aussi avec la proteine Tat sauvage. 

L'invention conceme egalement un precede de preparation de mutants detoxifies 
et immunogenes de la prot6ine Tat sauvage caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de preparation de mutants de la proteine Tat de type sauvage, 
notamment par mutation de l'acide nucl6ique codant pour la proteine Tat de type 
sauvage, 

- une etape de criblage des mutants d6toxifies caracterises par une absence 
d'activite transcellulaire et une alteration de la localisation nucl6aire, et 6ventuellement 

25 par une absence d'activite transactivatrice, et 

- une 6tape de criblage des mutants immunogenes caracterises par leur capacitd a 
induire des anticorps diriges a la fois centre lesdits mutants et la protei3xe Tat sauvage, 

l'ordre des deux demieres etapes pouvant etre inverse. 

L'absence d'activite transcellulaire egalement designe une absence de transport 
transcellulaire et pent etre detectee dans une lignee cellulaire etablie par l'absence 
d'activation du promoteur viral de la construction LTR-gene rapporteur, par exemple 
celui de la Quoranrphenicol Acetyl-Transferase (CAT), dont l'expression est sous la 



dependance du promoteur viral (LTR) dans une lignee cellulaiTe etablie (31), apres mise 
en contact de ces cellules avec un mutant de la proteine Tat produit de fa$on exogene, 
par exemple par une autre lignee cellulaire que celle conteriant le g&ie rapporteur sous 
la dependance du LTR viral (32). 

L'alteration de la localisation nucleaire peut Stre dSfinie conune la presence de la 
proline Tat dans le compartiment cytoplasmique de cellules transferees par des acides 
nucleiques codant pour les mutants de la proteine Tat sauvage, par exemple dans les 72 
heures suivant la transfection, et peut etre d<5tect<§e soit par microscopie optique apr6s 
transfection de lign6es cellulaires par les acides nucleiques codant pour les mutants de la 
proteine Tat par des techniques d'immunomarquage du produit de ces genes, soit par la 
detection apres transfection du produit de la traduction decides nucleiques contenant le 
gene codant pour un mutant de Tat fusionne au gene codant pour une proteine 
autofluorescente comme la proteine EGFP (33, 34). 

L'absence d'activite transactivatrice correspond k l'absence deactivation du, 
promoteur viral et peut etre detect6e par l'absence d'expression d'un gene rapporteur,- 
par exemple celui de la Chloramphenicol Acetyl-Transferase (CAT), dont l'expression. 
est sous la dependance du promoteur viral (LTR) dans une lignee cellulaire etablie,; 
apres transfection de cette lignee par des acides nucleiques codant pour les mutants de la^ 
proteine Tat sauvage (31). 

L'invention conceme 6galement un mutant d6toxifie et immunog&ie de la 
proline Tat du virus VffiH caracterise en ce qu'il comporte au moins deux mutations 
dans les regions 4 et/ou 5 de la prot6ine Tat de type sauvage. 

Un mutant avantageux selon la presente invention est un mutant tel que defmi ci- 
dessus, caracterisd en ce qu'il comporte au moins une mutation dans la region 4. 

L'invention conceme egalement un mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que les mutations dans les domaines 4 et/ou 5 sont susceptibles de conferer Tune au 
moins des propri6tes suivantes : 

- l'abrogation de Feffet transcellulaire de la proteine Tat de type sauvage, 

- l'alteration de la localisation nucleaire de la proteine Tat de type sauvage. 
L'invention conceme un mutant tel que d6fini ci-dessus, caract6rise en ce qu'il 

comporte une mutation additionnelle susceptible de conferer une perte de l'activite 
transactivatrice de la prot&ne Tat de type sauvage. 
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Une prot&ne Tat utilisable comme antigene de vaccination devra done remplir le 
plus grand nombre des criteres suivants : 

- abrogation de l'effet transcellulaire dc Tat (domaine 4 et/ou 5) 

- alteration de la localisation nucleaire de Tat (domaine 4) 
5 - perte de l'activite transactivatrice (domaine 2) 

- maintien de I'antig6nicit6 de la proteine (4 ou 5 mutations maximum, modifiant 
le moins possible les epitopes CTL) 

Selon un mode de realisation avantageux, la presente invention concerne un 

mv ,t ?r t tel que H6fini ci-dess ns T caracterisd en ce qu'il comporte une mutation dans la 

10 region N-tcrminale du domaine 4 de la proline Tat de type sauvage, notamraent dans la 

partie delimuee de l'acide amine en position 49 a l'acide amine en position 57. 

Un mutant avantageux selon l'invention est un mutant tel que defini ci-dessus, 
caract6ris6 en ce qu'il comporte une mutation dans la r6gion N-terminale du domaine 4 
de la proteine Tat de type sauvage dans la partie deliniitee de l'acide amine en position 
15 49 a l'acide amin£ en position 55. 

Un mutant avantageux selon l'invention est un mutant tel que d6fmi ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il comporte une mutation dans l'une au moins des r6gions suivantes 
dans le domaine 5 de la prot6ine Tat de type sauvage : 

- le motif RGD, 

20 - la region 88-92, de preference en positions 89 et/ou 92. 

Un mutant avantageux selon l'invention est un mutant tel que defini ci-dessus, 

caracterise en ce qu'il comporte une mutation dans le domaine 2 de la proteine Tat de 

type sauvage, notamment le remplacement de l'une quelconque des cysteines, 

avantageusement par une s6rine. 
25 L'invention concerne 6galement un mutant tel que defini ci-dessus, caracteris6 en 

ce qu'il comporte l'une au moins des mutations suivantes : 

- remplacement en position 27 d'une cysteine par une serine, 

- remplacement en position 51 d'une lysine par une threonine, 

- remplacement en position 52 d'une arginine par une leucine, 
30 _ remplacement en position 55 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 57 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 79 d'une glycine par une alanine, 




- remplacement en position 89 d'une lysine par une leucine, 

- remplacement en position 92 d'un acide glutamique par une glutamine. 
L'invention concerne 6galement un mutant tel que d6fini ci-dessiis, caracteris6 en 

ce qu'il est choisi par les mutants presentant deux mutations telles qu'indiquees ci- 
apr&s, chacune des mutations 6tant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont 
le chiffre indique la position de Facide amine mut6, la lettre precedant le chiffre 
correspond k F acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a Facide amine rempla9ant 1' acide amine precedant le chiffre : 

K51T-R52L 

K51T-R55L 

K51T-R57L 

K51T-G79A 

K51T-K89L 

K51T-E92Q - h 

R52L-R55L 

R52L-R57L 

R52L-G79A : r 

R52L-K89L 

R52L-E92Q 

R55L-R57L 

R55L-G79A 

R55L-K89L 

R55L-E92Q 

R57L-G79A 

R57L-K89L 

R57L-E92Q 

G79A-K89L 

G79A-E92Q 

K89L-E92Q 

Un mutant avantageux selon la presente invention est un mutant tel que defini ci- 
dessus, caract6rise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 
K51T-R55L 
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- remplaceuient en position 89 d'une lysine par une leucine, 

- remplacement en position 92 d'un acide glutamique par line glutamine. 
l/invention concerne egalement un mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en 

ce qu'il est choisi par les mutants presentant deux mutations telles qu'indiquees ci- 
apres, chacune des mutations etant representee par un triplet : Icttre-chiffte-lettxe, dont 
le chiffre indique la position de 1' acide amine mute, la lettre prec6dant le chiffre 
correspond k V acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a Tacide amine rempla9-ant Tacide amine precedant le chiffre : 



K51T-R52L 


(SEQ ID NO : 


2) 


K51T-R55L 


(SEQ ID NO : 


3) 


K51T-R57L 


(SEQ ID NO: 


4) 


K51T-G79A 


(SEQ ID NO : 


5) 


K51T-K89L 


(SEQ ID NO : 


6) 


K51T-E92Q 


(SEQ ID NO: 


7) 


R52L-R55L 


(SEQ ID NO : 


8) 


R52L-R57L 


(SEQ ID NO: 


9) 


R52L-G79A 


(SEQ ID NO : 


10) 


R52L-K89L 


(SEQ ID NO: 


11) 


R52L-E92Q 


(SEQ ID NO: 


12) 


R55L-R57L 


(SEQ ID NO : 


13) 


R55L-G79A 


(SEQ ID NO: 


14) 


R55L-K89L 


(SEQ ED NO : 


15) 


R55L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


16) 


R57L-G79A 


(SEQ ID NO: 


17) 


R57L-K89L 


(SEQ ID NO : 


18) 


R57L-E92Q 


(SEQ ID NO: 


19) 


G79A-K89L 


(SEQ ID NO: 


20) 


G79A-E92Q 


(SEQ ID NO : 


21) 


K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


22) 



Un mutant avantageux selon la presente invention est un mutant tel que defini ci- 
dessus, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 



K51T-R55L 



(SEQ ID NO: 3) 




R52L-R55L 
R52L-G79A 
R55L-R57L 
G79A-K89L 

L'invention concerne egalement un mutant tel que defini ci-dessus, caracteris6 en 
ce qu'il est choisi par les mutants presentant trois mutations telles qu'indiquees ci-apres, 
chacune des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le 
chiffre indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre 
correspond a l'acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a l'acide amine remplacant l'acide amin6 pr6c6dant le chiffre : 

C27S-K51T-R52L 

C27S-K51T-R55L 

C27S-K51T-R57L 

C27S-K51T-G79A 

C27S-K51T-K89L 

C27S-K51T-E92Q 

C27S-R52L-R55L 

C27S-R52L-R57L 

C27S-R52L-G79A 

C27S-R52L-K89L 

C27S-R52L-E92Q 

C27S-R55L-R57L 

C27S-R55L-G79A 

i 

C27S-R55L-K89L 
C27S-R55L-E92Q 
C27S-R57L-G79A 
C27S-R57L-K89L 
C27S-R57L-E92Q 
C27S-G79A-K89L 
C27S-G79A-E92Q 
C27S-K89L-E92Q 



regue le uo/uo/u^ 



» 8 • 

R52L-R55L (SEQ ID NO : 8) 

R52L-G79A (SEQ ID NO : 10) 

R55L-R57L (SEQ ID NO : 13) 

G79A-K89L (SEQ ID NO : 20) 
L'invention concerne egalement un mutant tel que defini ci-dessus, caracteris6 en 
ce qu'il est choisi par les mutants presentant trois mutations telles qu'indiquees ci-apres, 
chacune des mutations etant representee par un triplet : lettre-chif&e-lettre, dont le 
chiffre indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre 
correspond a l'acide amine sur le'quel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a l'acide amine remplacant l'acide amine precedant le chiffre : 



C27S-K51T-R52L 


(SEQ ID NO: 


23) 


C27S-K51T-R55L 


(SEQ ID NO: 


24) 


C27S-K51T-R57L 


(SEQ ID NO : 


25) 


C27S-K51T-G79A 


(SEQ ID NO : 


26) 


C27S-K51T-K89L 


(SEQ ID NO: 


27) 


C27S-K51T-E92Q 


(SEQ ID NO: 


28) 


C27S-R52L-R55L 


(SEQ ID NO : 


29) 


C27S-R52L-R57L 


(SEQ ID NO: 


30) 


C27S-R52L-G79A 


(SEQ ID NO : 


31) 


C27S-R52L-K89L 


(SEQ ID NO : 


:32) 


C27S-R52L-E92Q .„ 


(SEQ ID NO 


:33) 


C27S-R55L-R57L 


(SEQ ED NO 


:34) 


C27S-R55L-G79A 


(SEQ ID NO 


:35) 


C27S-R55L-IC89L 


(SEQ ED NO 


:36) 


C27S-R55L-E92Q 


(SEQ ED NO 


:37) 


C27S-R57L-G79A 


(SEQ ED NO 


:38) 


C27S-R57L-K89L 


(SEQ ED NO 


:39) 


C27S-R57L-E92Q 


(SEQ ED NO 


:40) 


C27S-G79A-K89L 


(SEQ ED NO 


:41) 


C27S-G79A-E92Q 


(SEQ ED NO 


:42) 


C27S-K89L-E92Q 


(SEQ ED NO 


:43) 



La presente invention conceme 6galement un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 
C27S-K51T-R55L 
C27S-R52L-R55L 
C27S-R52L-G79A 

La presente invention concerne un mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce qu'il est choisi par les mutants presentant quatre mutations telles qu'indiquees ci- 
apres, chacune des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont 
le chiffre indique la position de Pacide amin6 mute, la lettre precddant le chiffre 
correspond a l'acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a l'acide amin6 rempla9ant l'acide amine precedant le chiffre : 

C27S-K5 1T-R52L-G79A 

C27S-K51T-R52L-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-E92Q 

C27S-K5 1T-R55L-G79A 

C27S-K51T-R55L-K89L • 

C27S-K5 1T-R55L-E92Q 

C27S-K5 1T-R57L-G79A 

C27S-K5 1T-R57L-K89L 

C27S-K51T-R57L-E92Q 

C27S-K5 1T-G79A-K89L 

C27S-K51T-G79A-E92Q 

C27S-K5 1T-K89L-E92Q 

C27S-R52L-G79A-K89L 

C27S-R52L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-R55L-G79A 

C27S-R52L-R55L-K89L 

C27S-R52L-R55L-E92Q 

C27S-R52L-R57L-G79A 

C27S-R52L-R57L-K89L 

C27S-R52L-R57L-E92Q 



recue le UB/U5/U2 
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La presente invention concerne egalement un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 

C27S-K51T-R55L (SEQ ID NO : 24) 

C27S-R52L-R55L (SEQ ED NO : 29) 

C27S-R52L-G79A (SEQ ID NO : 3 1) 

La presente invention concerne un mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce qu'il est choisi par les mutants pr6sentant quatre mutations telles qu'indiquees ci~ 
apres, chacune des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiflBre-lettre, dont 
le chiffre indique la positi on de Tacide amine mute, la lettre precSdant le chiffre 
correspond a Pacide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond £ Facide amine rempla9ant Pacide amin6 pr^cedant le chiffre : 



C27S-K5 1T-R52L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:44) 


C27S-K51T-R52L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO: 


:45) 


C27S-K5 1T-R52L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:46) 


C27S-K51T-R55L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:47) 


C27S-K5 1 T-R55L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


:48) 


C27S-K51T-R55L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:49) 


C27S-K5 1T-R57L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:50) 


C27S-IC51T-R57L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


:51) 


C27S-K5 1T-R57L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:52) 


C27S-K51T-G79A-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


: 53) 


C27S-IC51T-G79A-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


: 54) 


C27S-K5 1 T-K89L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:55) 


C27S-R52L-G79A-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


: 56) 


C27S-R52L-G79A-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:57) 


C27S-R52L-K89L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


: 58) 


C27S-R52L-R55L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:59) 


C27S-R52L-R55L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


:60) 


C27S-R52L-R55L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:61) 


C27S-R52L-R57L-G79A 


(SEQ 


ID 


NO 


:62) 


C27S-R52L-R57L-K89L 


(SEQ 


ID 


NO 


:63) 


C27S-R52L-R57L-E92Q 


(SEQ 


ID 


NO 


:64) 




IV1WVJU IC3CJ IC 




C27S-R55L-G79A-K89L 
C27S-R55L-G79A-E92Q 
C27S-R55L-K89L-E92Q 
C27S-R55L-R57L-G79A 
C27S-R55L-R57L-K89L 
C27S-R55L-R57L-E92Q 
C27S-R57L-G79A-K89L 
C27S-R57L-G79A-E92Q 
C27S-R57L-K89L-E92Q 
C27S-G79A-K89L-E92Q 
Un mutant avantageux selon la presente invention est caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi les mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L-G79A 
C27S-K5 1T-R55L-K89L 
C27S-K5 1T-R55L-E92Q 
C27S-R52L-RS5L-G79A 
La presente invention concerne un mutant tel que d6fmi ci-dessus, caracterise en 
ce qu'il est choisi par les mutants presentant cinq mutations telles qu'indiqu6es ci-apres, 
chacune des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le 
chiffre indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre 
correspond a l'acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a l'acide amine remplacant l'acide amin6 precedant le chiffre : 
C27S-K5 1T-G79A-K89L-E92Q 
C27S-K51T-R52L-R55L-G79A 
C27S-K5 1T-R52L-R55L-K89L 
C27S-K5 1T-R52L-R55L-E92Q 
C27S-K5 1T-R52L-R57L-G79A 
C27S-K5 1T-R52L-R57L-K89L 
C27S-K5 1T-R52L-R57L-E92Q 
C27S-K5 1 T-R52L-G79A-K89L 
C27S-K5 1T-R52L-G79A-E92Q 
C27S-K5 1T-R52L-K89L-E92Q 
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L.2 /o-iO jJL-Cj /yA-xvoyi- 


(oJCQ JUL) InU : DD ) 




OO^O ncfT n*7GA TiQO/*^ 


(oJtlv^ LD JNU . 00J 




r^O'TQ "D^^T FQQT "ROOP* 


^ollv^ ID JNv^ . O / ; 




r^O*7C "D^CT "D<T'7T ^OA 


^OXlv^ ID JNU . Do ) 


5 


UZ /o-Kj jJL-Xj /JLy-JcvoyJLr 


(pr>\i id inu . oy ; 




r*97Q P^^T T?^7T "RQOO 


IXJ ri\J . I\J) 




none T> C7T nOA T/OflT 


(oilQ ID JNU . / 1) 




C27S-R57L-G79A-E92Q 


(SEQIDNO:72) 




C27S-R57L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 73) 


10 


C27S-G79A-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 74) 




Un mutant avantageux selon la presente invention est caracteris6 en ce qu'il est 




choisi parmi les mutants suivants : 






C27S-K5 1T-R55L-G79A 


(SEQ ED NO : 47) 




C27S-K51T-R55L-K89L 


(SEQ ID NO : 48) 


1 C 

15 


C27S-K51T-R55L-E93Q 


(SEQ ED NO : 49) 




C27S-R52L-R55L-G79A 


(SEQ ED NO: 59) 




La pr6sente invention conceme un mutant tel que defini ci-dessus, caracterise en 




ce qu'il est choisi par les mutants presentant cinq mutations telles qu'indiquees ci-apres, 




chacune des mutations etant representee par un triplet : leiire-chiffre-lettre, dont le 


20 


chiffre indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre 
correspond a Pacide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre 
correspond a Facide amin6 rempla9ant Pacide amin6 precedant le chiffre : 


- 


C27S-K5 1T-G79A-K89L-E92Q 


(SEQ ED NO : 75) 




C27S-K5 1T-R52L-R55L-G79A 


(SEQ ED NO : 76) 


25 


C27S-K51 T-R52L4155L-K89L 


(SEQ ED NO: 77) 




C27S-K51T-R52L-R55L-E92Q 


(SEQ ID NO : 78) 




C27S-K5 1T-R52L-R57L-G79A 


(SEQ ED NO : 79) 




C27S-K51T-R52L-R57L-K89L 


(SEQ ID NO : 80) 




C27S-K5 1 T-R52L-R57L-E92Q 


(SEQ ED NO : 81) 


30 


C27S-K51T-R52L-G79A-K89L 


(SEQ ED NO : 82) 




C27S-K51T-R52L-G79A-E92Q 


(SEQ ED NO : 83) 




C27S-K5 1 T-R52L-K89L-E92Q 


(SEQ ED NO : 84) 




C27S-K5 1T-R55L-R57L-G79A 
C27S-K5 1T-R55L-R57L-K89L 
C27S-K5 1T-R55L-R57L-E92Q 
C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L 
C27S-K5 1T-R55L-G79A-E92Q 
C27S-K5 1T-R55L-K89L-E92Q 
C27S-K5 1T-R57L-G79A-K89L 
C27S-K5 1T-R57L-G79A-E92Q 
C27S-K5 1T-R57L-K89L-E92Q 
C27S-R52L-R55L-R57L-G79A 
C27S-R52L-R55L-R57L-K89L 
C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q 
C27S-R52L-R55L-G79A-K89L 

C27S-R52L-R55L-G79A-E92Q ' : . 

C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q • 

C27S-R52L-R57L-G79A-K89L 

C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-G79A-K89L-E92Q 

C27S-R55L-R57L-G79A-K89L 

C27S-R55L-R57L-G79A-E92Q 

C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R55L-G79A-K89L-E92Q 

C27S-R57L-G79A-K89LE92Q 
Un mutant avantageux selon 1' invention est un mutant tel que defini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L 

C27S-K51T-R55L-G79A- E92Q 
La presente invention conceme egalement des sequences nucleotidiques codant 
pour Tun des mutants tels que definis ci-dessus. 

La presente invention conceme egalement les lignees cellulaires transfectees avec 
une sequence nucleotidique de l'invention. 
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C27S-K31T-R55L-R57L-G79A 


(SEQ ID NO : 85.) 




C27S-K5 1T-R55L-R57L-K89L 


(SEQ ID NO : 86) 




C27S-K5 1T-R55L-R57L-E92Q 


(SEQ ID NO : 87) 




C27S-K5 1 T-R55L-G79 A-K89L 


(SEQ ID NO: 88) 


5 


C27S-K5 1T-R55L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO: 89) 




C27S-K5 1T-R55L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 90) 




C27S-K5 1T-R57L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 91) 




C27S-K5 1T-R57L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO: 92) 




C27S-K5 1T-R57L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 93) 
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C27S-R52L-R55L-R57L-G79A 


(SEQ ID NO : 94) 




C27S-R52L-R55L-R57L-K89L 


(SEQ ID NO : 95) 




C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q 


(SEQ ID NO : 96) 




C27S-R52L-R55L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 97) 




C27S-R52L-R55L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO : 98) 


15 


C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 99) 




C27S-R52L-R57L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 100) 




C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO : 101) 




C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO: 102) 




C27S-R52L-G79A-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 103) 


20 


C27S-R55L-R57L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 104) 




C27S-R55L-RS7L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO: 105) 




C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO : 106) 




C27S-R55L-G79A-KS9L-E92Q 


(SEQ ID NO : 107) 
(SEQ ID NO: 108) 




C27S-R57L-G79A-K89L-E92Q 


25 


Un mutant avantageux selon 1' invention est un mutant tel que d6fini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi les mutants suivants : 




C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO : 88) 




C27S-K51T-R55L-G79A- E92Q 


(SEQ ID NO: 89) 




La presente invention concerne egalement des sequences nucleotidiques codant 


30 


pour Tun des mutants iels que d&finis ci-dessus. 






La presente invention concerne 6galement les lignees cellulaires transferees avec 




une sequence nucleotidique de Tinvention. 






L'invention concerne egalement des anticorps dirig6s contre Tun des mutants tels 
que definis ci-dessus. 

Les anticorps selon Pinvention sont des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 
Les anticorps polyclonaux susmentionnes sont obtenus par immunisation d ! un 
animal avec au moins un mutant selon rinvention, suivie de la recuperation des 
anticorps recherches sous forme purifi6e, par prelevement du s6rum dudit animal, et 
separation desdits anticorps des autres constituants du s6rum, notamment par 
chromatographie d'affinite sur une colonne sur laquelle est fixee un antigene 
specifiquement reconnu par les anticorps, notamment un mutant selon Pinvention. 

Les anticorps monoclonaux selon 1'invention peuvent Stre obtenus par la technique 
des hybridomes dont le principe general est rappele ci-aprfes. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, (ou des 
cellules en culture dans le cadre ^immunisations in vitro) avec un mutant selon 
rinvention, dont les lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps 5 contre 
ledit mutant. Ces lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionnes aVec des 
cellules myelomateuses "immortelles" (murines dans Texemple) pour donner lieu a des 
hybridomes. A partir du melange heterogene des cellules ainsi obtenu, on effectue alors 
une selection des cellules capables de produire un anticorps particulier et de se 
multiplier indefiniment Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clone, chacun 
conduisant k la production d'un anticorps monoclonal dont les propriet6s de 
reconnaissance vis-a-vis du mutant de Tinvention pourront etre testees par exemple en 
ELISA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en immunofluorescence, ou k 
Taide d'un biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi selectionn6s, sont par la suite 
purifies notamment selon la technique de chromatographie tfaffinite decrite ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique, 
notamment vaccin, contenant k titre de substance active Tun au moins des mutants tels 
que definis ci-dessus ou Tune au moins des sequences nucleotidiques telles que definies 
ci-dessus, place sous le contrdie d'etements necessaires a une expression constitutive de 
Tun des mutants tels que definis ci-dessus ou Tun au moins des anticorps tels que 
dSfinis ci-dessus, en association avec un v6hicule pharmaceutiquement approprie. 

Bien entendu, l'homme du metier determinera facilement la quantite de mutant k 
utiliser en fonction des constituants de la composition pharmaceutique. 



* 



ler aepoi 

13 




La prSsente invention conceme 6galement une composition diagnostique pour la 
detection et/ou la quantification du virus VIH-1 comprenant au moins un mutant tel que 
defmi ci-dessus, ou au moins un anticorps tel que defini ci-dessus. 

Bien entendu, l'homme du m6tier d6tenninera facilement la quantite de mutant a 
utiliser en fonction de la technique diagnostique utilis6e. 

L'invenlion conceme 6galement un procSde de detection et/ou de quantification 
du virus VIH-1 dans un 6chantillon biologique preleve chez un individu susceptible 
d'etre mfecte par le VIH-1, tel que plasma, serum ou tissu, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes consistant a : 



10 _ mettre en contact ledit Schantillon biologique avec une composition 

diagnostique comprenant un mutant tel que defini ci-dessus ou un anticorps tel que 
defmi ci-dessus, dans des conditions pr6determinees qui permettent, s'il y a lieu, la 
formation de complexes anticorps/antigene(s) entre le mutant susddfini et des anticorps 
diriges contre la proteine Tat de type sauvage ou entre les anticorps susd6finis et la 

15 prot6ine Tat de type sauvage, et 

- d6tecter et/ou quantifier la formation desdits complexes par tout moyen 

approprie. 

Les proc6des de detection et/ou de quantification du virus sont mis en ceuvre a 
l'aide de techniques classiques bien comiues de l'homme du metier et on peut citer, a 
20 titre d'illustralion, les blots, les techniques dites sandwich et les techniques de 

competitions. 

L'invention conceme 6galement l'utilisation d'au moins un mutant tel que defini 

ci-dessus ou d'au moins un anticorps tel que defini ci-dessus pour le diagnostic in vitro 

du virus V3H-1 dans un dchantillon ou pr61fcvement biologique. 
25 L'invention concernc egalement l'utilisation d'au moins un mutant tel que defini 

ci-dessus ou d'au moins un anticorps tel que defini ci-dessus pour la preparation d'une 

composition vaccinale. 

Les Inventeurs ont ainsi montre que pour les utilisations pr6cit6es, il etait 

necessaire d'effectuer au moins une mutation au niveau du domaine 4 et/ou au moins 
30 une mutation au niveau du domaine 5 de la proteine Tat. lis ont obtenus par mutagenese 

dirig6e des mutants de la proteine Tat qui ont ensuite ete s61ectionnes en fonction de 

leurs propri&es. Les mutants retenus sont choisis parmi les mutants presentant au moins 




une des mutations suivantes : K51T (remplacement en position 51 d'une lysine par une 
threonine au niveau du domaine 4), R52L (remplacement d'une arginine par une leucine 
en position 52 dans le domaine 4), R55L (remplacement d'une arginine par une leucine 
en position 55 dans le domaine 4), R57L (remplacement d'une arginine par une leucine 
en position 57 dans le domaine 4), G79A (remplacement d'une glycine par une alanine 
en position 79 dans le domaine 5), K89L (remplacement d'une lysine par une leucine en 
position 89 dans le domaine 5) et E92Q (remplacement d'un acide glutamique par une 
glutamine en position 92 dans le domaine 5). Tous les positionnements en acides amines 
decrits ci dessus et par la suite sont donnes en reference a la sequence complete de 101 
acides amines de la souche ACH320.2A.2.1. L'invention a pour objet les mutants 
precites. Mais l'invention concerne egalement des mutants presentant deux mutations au 
niveau du domaine 4 de la proteine Tat. Ces mutants "doubles" sont selectionn6s parmi 
les mutants K51T-R55L, R52L-R55L, R52L-G79A, R55L-R57L et G79A-K89L. Les 
inventeurs ont ensuite montre qu'en associant ces doubles mutations dans le domaine 4 
a une mutation suppl&nentaire C27S dans le domaine 2 (remplacement d'une cysteine 
par une serine), ils obtenaient des r6sultats ttbs satisfaisants, Ainsi, l'invention englobe 
6galement un mutant choisi parmi les "triple" mutants C27S-K51T-R55L, C27S-R52L- 
R55L et C27S-R52L-G79A. De pr6ference, le mutant choisi est le mutant C27S-K51T- 
R55L. Enfin, ils ont prouve qu'un "quadruple" mutant associant au moins une mutation 
dans le domaine 2, deux mutations dans le domaine 4 et au moins une mutation dans le 
domaine 5 presentait d'excellentes performances pour Tobtention d'une proteine Tat 
non toxique. Le "quadruple" mutant est choisi parmi les mutants C27S-K51T-R55L- 
G79A, C27S-K51T-R55L-K89L, C27S-K51T-R55L-E92Q et C27S-R52L-R55L- 
G79A. De preference, le mutant choisi est le mutant C27S-K51T-R55L-G79A. 
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DESCRIPTION DES FIGURES 



La Figure 1 represente une representation schematique de la technique de 
mutagenese ponctuelle dirigee par PCR. 

5 

La Figure 2 represente V alignement de la sequence proteique de la proteine Tat de 
la souche ACH320.2A.2.1 et des sequences proteiques des proteines Tat mutees de 
rinvention. 

To — ~ " ~ ~~ La Figure 3 correspond a un diagramme repr6sentant la capacite transactivatrice 
de ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. Les r6sultats representes pour chaque 
construction correspondent a la moyenne de deux experiences independantes. La 
colonne NT (non transfecte) represente Tactivite basale de la construction LTR-CAT. 
L'axe des ordonnees represente le facteur multiplicatif de transactivation. 

15 

La Figure 4 repr6sente la localisation intracellulaire de la construction 
ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. 

La Figure 5 represente la capacite de transduction de la construction 
20 ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. Les valeurs indiquees correspondent a la moyenne 

de deux experiences independantes. La ligne de coupure a ete determinee en calculant 
la moyenne + 3 SD (deviation standard) du pourcentage de transactivation mesure pour 
pEGFP. 

Les colonnes blanches correspondent a une co-culture 293T/HL3T1 et les 
25 colonnes noires h la transfection des cellules HL3T1 . 

L'axe des ordonnees correspond au pourcentage de transactivation par rapport a 
ACH320.2A.2.1 sauvage. 



Le Tableau 1 represente les oligonucleotides utilises pour la mutagenese dirigee 
30 par PCR de Tat. 




DESCRIPTION DES FIGURES 

La Figure 1 represente une representation schernatique de la technique de 
mutagenfese ponctuelle dirig6e par PCR. 

La Figure 2 repr6sente ralignement de la sequence proteique de la proteine Tat de 
la souche ACH320.2A.2.1 (SEQ ID NO : 1) et des sequences proteiques des proteines 
Tat mutees de l'invention. 

La Figure 3 correspond a uii diagramme representant la capacitd transactivatrice 
de ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. Les resultats representes pour chaque 
construction correspondent a la moyenne de deux experiences independantes. La 
colonne NT (non transfecte) represente l'activit6 basale de la construction LTR-CAT. 

L'axe des ordonnees repr6sente le facteur multiplicatif de transactivation. 

La Figure 4 represente la localisation intracellulaire de la construction 
ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. 

La Figure 5 represente la capacitd de transduction de la construction 
ACH320.2A.2.1 ou de ses mutants. Les valeurs indiquees correspondent a la moyenne 
de deux experiences independantes. La ligne de coupure a 6te d6terminee en calculant 
la moyenne + 3 SD (deviation standard) du pourcentage de transactivation mesure pour 
pEGFP. 

Les colonnes blanches correspondent a une co-cuiture 293T/HL3T1 et les 
colomies noires a la transfection des cellules HL3T1. 

L'axe des ordonn6es correspond au pourcentage de transactivation par rapport k 
ACH320.2A.2.1 sauvage. 

Le Tableau 1 represente les oligonucleotides utilises pour la mutagenSse dirigde 
par PCR de Tat. 
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EXEMPLE 1 : Construction de l'ADN mute codant pour la proteine Tat 
mutee. 

Un fragment de l'ADNc de 306 paires de bases correspondant au deux exons du 
gene Tal du type sauvage de l'isolat ACH320.2A.2.1 de VIH-1 (11,12) est mute en 
utilisant un kit PCR commercial (Clontech) et les amorces micleotidiques decrites dans 
le tableau 1. Le principe de la mutagenese dirig6e ponctuelle par PCR est decrit a la 
figure 1. 

Comme montre sur la figure 1, a partir de l'ADNc du gene tat sauvage, on 
effectue deux PCR de facon independante avec une amorce situee a l'extremite (E5' ou 
E3') et une amorce interne situee dans le gene et portant la mutation souhaitee (M3' et 
M5% respectivement) (premier cycle de la PCR). On melange alors les deux produits de 
PCR de facon equimolaire et on effectue un deuxieme cycle de PCR avec des amorces 
d'extr6mite contenant les sites de restriction EcoRI en 5' et Sail en 3'. On obtient ainsi 
les ADNc mutes a l'endroit desire. 

Ce principe a ete utilise pour tous les mutants sauf pour les mutations K89L et 
E92Q. Pour ces demieres les nucteotides devant etre mut6s etaient localises a proximite 
d'une des extremites de l'ADNc, permettant une mutagenese dirig6 par PCR semi 
nich6e directe en utilisant pour le premier cycle de PCR respectivement les paires 
d'amorces suivantes : E5'/K89L (M3') et E5'/E92Q (M5'). 

Le double mutant R52L-R55L, a ete genere en utilisant les amorces pour 
mutag6nfese simple suivantes contenant les deux mutations : 
R52L-R55L (M5') 

5 ' -GGCAGGAAGCTT AGACAGCTGCGAAGATC-3 
R52L-R55L (M3') 

5 ' -GATCTTCGCAGCTGTCT AAGCTTCTTCCTGCC-3 ' 

Le double mutant R52L-G79A a ete obtenu en utilisant comme matrice l'ADNc 
du mutant G79A et comme paire d'amorces la paire R52L (M5') / R52L (M3') pour la 
mutagenese dirigee par PCR 

Le double mutant G79A-K89L a ete genere par PCR semi nichee en utilisant 
comme matrice l'ADNc du mutant G79A et la paire d'amorces E5' / K89L (M3') pour 

le premier cycle de PCR 

Le triple mutant C27S-K51T-R55L (STL) a ete obtenu en utilisant l'ADNc du 




double mutant K51T-R55L comme matrice et une paire d'amorces C27S (MS*) I C27S 
(M3 ') pour la mutagenese dirigee par PCR. 

Le triple mutant C27S-R52L-G79A a ete obtenu en utilisant comme matrice 
V ADNc du mutant R52L-G79A et comme paire d'amorces la paire C27S (MS') I C27S 
(M3*) pour la mutagenese dirigee par PGR. 

Le quadruple mutant C27S-K51T-R55L-G79A (STLA) a &e gener6 en utilisant 
1'ADNc de STL comme matrice et les amorces G79A (M5') / G79A (M3') pour la 
mutagenese. 

Tous les premiers cycles de PCR ont 6te realises en utilisant 0,5p.g de plasmide, 
0,2ng/ml de chacune des amorces dans les conditions suivantes : lx94°C 5' lx[94°C 2* 
50°C 2' 72°C 4'] 25x[94°C r 50°C V 72°C 4'] lx72°C 5\ 

"La, paire d' amorce EcoRI / Sail a 6t6 utilis6e pour le second cycle de toutes les 
mutageneses dirigees par PCR, except^ pour les mutants R52L, R55L et le double 
mutant R52L-R55L, pour lesquels P amorce Sail 3* a 6t6 remplacee par P amorce E6854. 
Dans tous les cas le second cycle a et6 realis6 en utilisant les memes conditions que pour 
le premier cycle et 0,5fil des produits de PCR 5* et 3' des premiers cycles (figure 1). 
Une bande de 323 paires de bases a ete cre6e et a ensuite et6 liee dans le plasmide 
pCR2.1-Topo (Invitrogen, K4500-40) selon le protocole du fabricant pour creer les 
constructions pCR~TEX. 

Les clones positifs ont ete ensuite selectionnes apres sequenpage automatise en 
utilisant le DyeTerminator sequencing mix (nom commercial) stir le sequenceur 
automatique 377X (Applied Biosystems). L'analyse des sequences a ete faite en 
utilisant le logiciel MacVector 7.0 (Oxford Molecular), Parmi toutes les constructions 
sequencees, toutes contenaient uniquement la mutation desiree, sauf Tun des clones 
deriv6 du produit PCR-R55L, qui montrait une mutation supplementaire K->T a la 
position 5L Ce double mutant K51T-R55L a et6 done conserve pour une analyse 
supplementaire, et le mutant simple ICS IT a ete genere en utilisant les amorces K51T 
(M5') et K51T(M3*). 

Les fragments EcoRI-Sall ou EcoRI-EcoRI des constructions pCR-TEX ont ete 
sous clones dans un vecteur eucaryote pEGFP-C2 (Clontech) dans lequel le mutant Tat 
est fusionn6 en position C-terminale avec EGFP (Enhanced Fluorescent Green Protein). 
II a ete montre auparavant que la fusion de TEGFP a Tat n'altere pas la capacit6 
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transactivatrice de Tat, ni sa localisation cellulaire (25). Les etapes de clonage ont ete 
realisees dans Escherichia coli (E. Coli) DH5a selon les techniques standards de 
biologie moleculaire (23). Les constructions pEGFP-TEX, dans lesquelles 1'expression 
de la prot6ine de fusion est sous le controle du promoteur du Cytomegalovirus (CMV) 
ont ete obtenues et criblees par sequencage automatique pour les clones positifs. Les 
sequences en acides amines des clones positifs qui ont ete selectionnes sont repr6sentees 
a la figure 2. L'ADN de ces clones a 6te amplifie, purifie en utilisant le kit Nucleobond 
AX (nom commercial) (Macherey-Nagel), selon les instructions du fabricant. 



10 EXEMPLE 2 : Capacite de trans-activation des mutants Tat. 

Pour 6tudier la capacity trans-activatrice des proteines de fusion EGFP-Tat, la 
lignee cellulaire HL3T1 a ete utilisee. Cette lignee est un derive de cellules HeLa, 
transfecte de mantere stable avec un g&ie de la Chloramphenicol Acetyl Transferase 
(CAT) sous la dependance du promoteur viral de V1H-1 (LTR) (8). Un jour aprfcs 
15 ensemencement de 2,5xl0 5 cellules HL3T1 dans des plaques de 6 puits, les cellules ont 

ete transfectees avec 2 ug des constructions pEGFP-TEX en utilisant le kit Exgen 500 
(commercialise par Euromedex) selon le protocoie preconis6 par le fabriquant. Apres 48 
heures a.. 72 heures de culture, les cellules ont ete trypsinis6es et-la quantity de cellules 
transfectees a ete estimee par microscopie de fluorescence. L'equivalent de l,5xl0 3 
20 cellules fluorescentes a ete lys6 dans lOOpl de Tris 0,01M-EDTA InM-NaCL 150mM 

(TEN) et soumis a une etape de congelation/decong61ation avant traitement pendant 20 
minutes a 65°C. La mesure de l'activit6 CAT a 6t6 ensuite realisde dans un essai 
d'extraction de phases, comme precedemment d6crit (24). Brievement, 70|il de lysats 
cellulaires ont ete incubes pendant 2 heures a 37°C avec 130pl du melange reactionnel 
25 CAT (Tris-HCl pH=7,5 150mM, EDTA 0,2nM, NaCl 30mM, Butyryl Coenzyme A 

0,3mg/ml, glycerol 3%, D-i/2reo-[dichloroacetyl-l- ,4 C]chloramphenicol 0,08pCi). Le 
melange reactionnel a ensuite ete extrait en utilisant 400pl d'un melange de pristane 
(2,6,1 0,14-tetramethylpentadecane) et de xylene a un rapport volume/volume de 2 :L La 
radioactivity a ete mesuree sur 300pl de la phase organique resultante en utilisant un 
30 compteur a scintillation. 

La figure 3 montre qu'aucune des mutations simples ne permet a elle seule de 
detruire completement l'activit6 trans-activatrice de la proteine Tat de ACH320.2A.2.1, 



sauf pour le mutant C27S. Le mutant R55L ne modifie pas de maniere txbs significative 
l'activite trans-activatrice de Tat de ACH320.2A.2.1. Mais cette mutation combinee 
avec Tune des mutations K51T ou R52L montre une inhibition tres significative de 
Tactivit6 trans-activatrice de Tat. Cette inhibition est totale pour les triple et quadruple 
mutants STL et STLA. 

EXEMPXJE 3 : Localisation intracellulaire des prot&nes de fusion Tat-EGFP. 

Le domaine basique de Tat est responsable de la localisation nucleaire de Tat. 
Certaines des mutations qui ont ete construites affectent ce domaine basique. Aussi, les 
inventeurs ont voulu identifier les mutations qui afFectaient la localisation intracellulaire 
de Tat. Apres ensemencement de 2,5x10 s cellules HL3T1 sur des lamelles de 
microscopie, les cellules ont £te transferees avec 2jig de chaque construction pEGFP- 
TEX en utilisant le kit Exgen 500 (commercialise par Euromedex) selon le protocole 
preconise par le fabriquant. Apres 1, 2 ou 3 jours les lamelles sont recuper6es eft fixees 
avec du paraformaldehyde 4% avant observation sur microscope k fluorescence 
Axioplan 2 (nom commercial) (Zeiss). Comme montre a la figure 4 A et B et comme 
cela a deja ete d<Scrit (25), la proteine de fusion Tat-EGFP de type sauvage montrait une 
localisation nucteaire au bout de 3 jours de culture. Les simples mutations de Tat 
n'affectaient pas cette localisation (figure 4 C a H), de mSme que la double mutation 
R52L-R55L (figure 41). Cependant, la combinaison K51T-R55L ou des mutants 
multiples la contenant (STL, STLA) montraient a la fois une localisation nucleaire et 
cytoplasmique de la proteine Tat-EGFP au 3*™ jour (figure 4J a L), alors que le signal 
etait strictement nucleaire au l cr et 2 ime joxu: suivant la transfection. II semble done que le 
signal de la localisation nucleaire de Tat est discontinu et contient au moins les residus 
K51 et R55, mais pas R52. 

EXEMPLE 4 : Activite transcellulaire des mutants Tat 

Differentes 6tudes ont montr6 que le nombre total de residus basiques dans le 
domaine basique de Tat joue un rdle dans la capacite de la proteine Tat, secretee par des 
cellules infect6es et presente dans le milieu extracellulaire, a etre intemalisee par des 
cellules non infectees, phenomdne egalement appel6 transduction. Les inventeurs ont 
evalue la capacit6 de transduction des constructions contenant des mutations dans ce 
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dornaine basique. Un essai de co-culture a ete effectue entre des cellules productrices et 
des cellules effectrices. Les cellules 293T ont 6te transferees avec 3jxg des 
constructions pEGFP-TEX en utilisant la technique au phosphate de calcium (23). 24 
heures apres la transfection, les cellules 293T transferees ont ete trypsinees et co- 
cultivdes avec 2,5x1 0 5 cellules HL3T1 pendant 48 heures supplementaires en presence 
de lOOpM chloroquinine. Les cellules ont ensuite ete recoltees et iysees dans du TEN 
avant evaluation de Factivite CAT, comme decrit pr6cedemment. Parce que ce systeme 
depend a la fois de Fefficacite de la transduction et de Factivite trans-activatrice, les 
inv enteurs sont partis du postulat qu'itn cha ngement drastique dans la capacjte de 
transduction se traduirait par une difference significative entre Factivite mesuree apr&s 
transfection directe et l'activite mesuree apres co-culture, par rapport a un controle 
positif standardise. C'est la raison pour laquelle toutes les donnees sont representees en 
pourcentage de Factivite trans-activatrice de la proteine de type sauvage de Fisolat 
ACH320.2A.2.1 et que les donn6es obtenues a partir de la transfection des cellules 
HL3T1 et la co-culture des cellules 293T/HL3T1 sont comparees pour chaque 
construction. Comme montr6 k la figure 5, la mutation R55L n'altere pas de maniere 
significative la capacite de transduction de la proteine. La mutation R52L diminue de 
maniere significative la capacite de transduction de la proteine (diminution de 5 fois de 
Factivite CAT entre les cellules HL3T1 transferees avec cette construction et les 
cellules HL3T1 co-cultivees avec les cellules 293T exprimant pEGFP-TEX-R52L). Le 
double mutant R52L-R55L montre une perte complete de sa capacite de transduction, 
comme montre par le bruit de fond de Factivite CAT mesur6e apr&s co-culture. Les 
resultats obtenus a la fois avec les mutants R52L et R52L-R55L plaident en faveur du 
fait que la capacite de transduction de Tat est correlee avec le nombre de residus 
arginine dans le dornaine basique (27). II semblerait que le residu R55 est moins 
important pour la capacite de transduction de Tat que le r6sidu R52. Done, la 
localisation des residus arginine pourrait aussi jouer un r61e dans le mecanisme complet 
de la transduction. 



EXEMPLE 5 : Clonage de lignees cellulaires transfectees avec les sequences 
nucl£otidiques de Pinvention. 

De nombreux tests fonctionnels de la regulation de genes cellulaires par la 
proline Tat du VTH-1 impliquent Tutilisation de lignees cellulaires exprimant de fa9on 
constitutive cette proteine. Les Tnventeurs ont done 6tabli des lign6es cellulaires 
exprimant les differents mutants de la proteine Tat Pour ce faire, des cellules HeLa ont 
ete ensemencees & 2,5 x 10 s cellules par puits d'une plaque 6 puits puis transfectees le 
lendemain avec 2 \ig d> ADN codant pour les divers mutants de Tat en utilisant le r6actif 
Exgen 500 (commercialis6 par Euromedex). Afin d'effectuer un clonage biologique de 
ces lignees transfectees, les cellules ont et<§ trypsinees et comptees 3 jours apr6s 
transfection, puis ensemencees a une concentration de 3 a 30 cellules par puits dans des 
plaques 96 puits a fond plat, a raison de 3 a 5 plaques 96 puits par transfection (pour un 
total de 288 a 480 puits par transfection). La culture en plaque 96 puits a alors ete 
effectuee pendant 15 jours en presence de 500 iig/m\ de g6neticine (Geneticine Sulfate, 
Gibco-BRL). Apres 15 jours, les puits dans lesquels les cellules etaient encore vivantes 
et s'etaient multipliees de fa?on notable 6taient consider6s comme positifs. fa?on 
standard, un clonage biologique a 6t<§ consid6r6 comme reussi lorsque chaque plaque 96 
puits issue de la meme transfection contenait moins de 10 puits positife par plaque. De 3 
a 15 puits positifs par transfection ont alors ete amplifies en presence de geniticine 
pendant 6 passages pour obtenir une quantite suffisante de cellules pour congelation. Au 
sixieme passage, Texpression de la proline Tat a ete verifi6e par immunotransfert 
(western blot) pour chaque clone. , 
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Amorces (Textr&mite, l er cycle 


uvUUvUww 


E5 1 


5'- GAA TTC ATG GAG CCA GTA GAT C- 3' 


E3' 


5'- AGA TCT CTA ATC GAC CGG ATC- 3' 


Amnrres d'extr^miti* 2 imc cvcle 




EcoR I 


5 - AAA GAA TTC ATG GAG CCA GTA GAT CC- o 


E6854 


5 - AAA GAT CTC TAA TCG ACC GGA TCT GTC TCT GTC TC- 3 


Sail 


5 - AAG TCG ACC TAA TCG ACC GGA TCT GTC TCT GTC TC- 3 


Amorces internes 




W11F(M5') 


5'- CCA GTA GAT CCT AAA CTA GAG CCC TTC AAG CAT CCA G- 




y 


C27S (M5') 


5'- ACA ATT GCT ATT CGA AAA AGT G- 3' 


C27S (M3') 


5'- CAC TIT TTC GAA TAG CAA TTG T- 3' 


K50R (M5') 


5'- ATC TCA TAT GGC AGG CGG AAG -3' 


K50R (M3') 


5'- CTT CCG CCT GCC ATA TGA GAT -3' 


K51T (M5') 


5*- GGC AGG AAG ACC CGG AGA CAG C- 3' 


K51T (M3') 


5'- GCT GTC TCC GGG TCT TCC TGC C- 3' 


R52L (M5') 


5'- GGC AGG AAG AAG CTT AGA CAG CGA CGA AGA TC -3' 


R52L (M3') 


5'- GAT CTT CGT CGC TGT CTA AGC TTC TTC CTG CC- 3' 


R55L (M5') 


5'- GGC AGG AAG AAG CGG AGA CAG CTG CGA AGA TC- 3' 


R55L (M3') 


5'- GAT CTT CGC AGC TGT CTC CGC TTC TTC CTG CC- 3' 


R57L (M5') 


5'- GAC AGC GAC GAC TAT CTC CTC AAG AC -3' 


R57L (M3 1 ) 


5'- GTC TTG AGG AGA TAG TCG TCG CTG TC- 3' 


G79A (M5') 


5'- CAG CCC CGA GCG GAT CCG ACA GG- 3' 


G79A (M3') 


5'- CCT GTC GGA TCC GCT CGG GGC TG- 3' 


K89L (M3') 


5'- CTG TCT CTG TCT CTC TCT CCA CCT TAA GCT TCG ATT CC- 

o ? 

J 


E92Q (M3') 


5'- CTG TCT CTG TCT CTC TTT GCA CCT TCT TCT TCG AAT CC- 
3' 


R52L-R55L(M5') 


5'- GGC AGG AAG AAG CTT AGA CAG CTG CGA AGA TC - 3' 


R52L-R55L (M3') 


5'- GAT CTT CGC AGC TGT CTA AGC TTC TTC CTG CC - 3' 


R55L-R57L (M5') 


5'- GAA GCG GAG ACA GCT GCG ACT ATC TCC TCA AGA C -3* 


R55L-R57L (M3') 


5'- GTC TTG AGG AGA TAG TCG CAG CTG TCT CCG CTT C -3' 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un procede dc mutation de proteine, pour la preparation de 
mutants detoxifies et immunogenes de la proteine Tat de type sauvage. 

5 

2. Procede de preparation de mutants detoxifies et immunogenes de la proteine 
Tat sauvage caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de preparation de mutants de la proteine Tat de type sauvage, 
notamment par mutation de Pacide nucleique codant pour la prot6ine Tat de type 

l o sauvage, 

- une etape de criblage des mutants detoxifies caracterises par une absence 
d'activite transcellulaire et une alteration de la localisation nucleaire, et eventuellement 
par une absence d'activite transactivatrice, et 

- une etape de criblage des mutants immunogenes caracterises par leur capacity k 
15 induire des anticorps diriges a la fois contre lesdits mutants et la proteine Tat sauvage, 

Fordre des deux dernieres etapes pouvant etre inverse. 



3. Mutant detoxifie et immunogene de la proteine Tat du virus VTH-1 
caracterise en ce qu'il comporte au moins deux mutations dans les regions 4 et/ou 5 de 

20 la proteine Tat de type sauvage, 

4. Mutant selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il comporte au moins 
une mutation dans la region 4. 

25 5. Mutant selon Tune des revindications 3 ou 4, caracterise en ce que les 

mutations dans les domaines 4 et/ou 5 sont susceptibles de conferer Tune au moins des 
proprietes suivantes : 

- P abrogation de Peffet transcellulaire de la proteine Tat de type sauvage, 

- P alteration de la localisation nucleaire de la proteine Tat de type sauvage. 
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REVENDICATIONS 



1, Utilisation d'un precede de mutation de proteine, pour la preparation de 
mutants detoxifies et immunog&nes de la proteine Tat de type sauvage. 

2. Procede de preparation de mutants detoxifies et immunogenes de la proteine 
Tat sauvage caracterise en ce qu'il comprend : 

-une etape de preparation de mutants de la proteine Tat de type sauvage, 
notamment'par mutation de l'acide nucleique codant pour la proteine Tat de type 
sauvage, 

- une etape de criblage des mutants detoxifies caracterises par une absence 
d'activite transcellulaire et une alteration de la localisation nucleaire, et eventuellement 
par une absence d'activite transactivatrice, et 

- une 6tape de criblage des mutants immunogenes caracteris6s par leur capacity a 
induire des anticorps diriges a la fois contre lesdits mutants et la proteine Tat sauvage, 

Fordre des deux dernieres etapes pouvant §tre invers6. 

3- Mutant detoxifi6 et immunogene dc la proteine Tat du virus VIH-1 
caracterise en ce qu'il comporte au moins deux mutations dans les regions 4 et/ou 5 de 
la proteine Tat de type sauvage. 

4. Mutant selon la revendication 3, caracteris6 en ce qu'il comporte au moins 
une mutation dans la region 4. 

5. Mutant selon Tune des revendications 3 ou 4, caract6rise en ce que les 
mutations dans les domaines 4 et/ou 5 sont susceptibles de conferer Tune au moins des 
proprietes suivantes : 

- Tabrogation de Teffet transcellulaire de la proteine Tat de type sauvage, 

- l'alt6ration de la localisation nucleaire de la proteine Tat de type sauvage. 




"REVENMCATiONS 



1. Utilisation d'un procede de mutation de prot6ine 3 pour la preparation de 
mutants detoxifies et immitnogenes de la proteine Tat de type sauvage du virus VTH-1 . 

2. Proc6de de preparation de mutants detoxifies et immunogenes de la proteine 
Tat sauvage du virus VIH-1 caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de preparation de mutants de la proteine Tat de type sauvage, 
notamnient par mutation de Facide nucl6ique codant pour la prot&ne Tat de type 
sauvage, ~~ 

— • une 6tape de criblage des mutants detoxifies caracteris6s par une absence 
d'activite transcellulatre et une alteration de la localisation nucleaire, et 6ventuellement 
par une absence d'activite ttansactiyatrice, et 

- une etape de criblage des mutants immunogenes caracterises par leur capacite a 
induire des anticorps diriges a la fois contre lesdits mutants et la proteine Tat sauvage, 

Tordre des deux dernieres etapes pouvant etre inverse. 

3. Mutant detoxifie et immunogene de la proteine Tat du vims VIH-1 
caract6ris6 en ce qu'il comporte au moins deux mutations dans les regions 4 et/ou 5 de 
la proteine Tat de type sauvage. 

4. Mutant selon la revendication 3, caract6ris6 en ce qu'il comporte au moins 
une mutation dans la region 4. 

5* Mutant selon Tune des revendications 3 ou 4, caracteris6 en ce que les 
mutations dans les domaines 4 et/ou 5 sont susceptibles de conferer Tune au moins des 
proprietes suivantes : 

- Pabrogation de l'effet transcellulaire de la proteine Tat de type sauvage, 

- F alteration de la localisation nucteaire de la proteine Tat de type sauvage. 
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6. Mutant sel^^une des revendications 3 a 5, caracteris^^ce qu'il comporte 
une mutation additionnelle susceptible de conf6rer une perte de l'activite transactivatrice 
de la proteine Tat de type sauvage, 

7. Mutant selon Tune des revendications 3 a 6, caracterise en ce qu'il comporte 
une mutation dans la region N-terminale du domaine 4 de la proteine Tat de type 
sauvage, notamment dans la partie delimitee de l'acide amine en position 49 a l'acide 
amine en position 57. 

8. Mutant selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il comporte une 
mutation dans la region N-terminale du domaine 4 de la proteine Tat de type sauvage 
dans la partie delimitee de l'acide amin6 en position 49 a l'acide amine en position 55. 

9. Mutant selon Tune des revendications 3 a 8, caract6rise en ce qu'il comporte 
une mutation dans l'une au moins des regions suivantes dans le domaine 5 de la proteine 
Tat de type sauvage : 

- le motif RGD, 

- la region 88-92, de preference en positions 89 et/ou 92. 

10. Mutant selon Tune des revendications 3 a 9, caract6ris6 en ce qu'il comporte 
une mutation dans le domaine 2 de la proteine Tat,de type sauvage, notamment le 
remplacement de 1'une quelconque des cysteines, avantageusement pax une serine. 

t 

! 

11. Mutant selon Tune des revendications 3 a 10, caract6ris6 en ce qu'il 
comporte l'une au moins des mutations suivantes : 

- remplacement en position 27 d'une cysteine par une serine, 

- remplacement en position 51 d'une lysine par une threonine, 

- remplacement en position 52 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 55 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 57 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 79 d'une glycine par une alanine, 

- remplacement en position 89 d'une lysine par une leucine, 
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6, Mutant sel^^une des reven dications 3 a ce qnMI onmpnrtR- 

une mutation additiomielle susceptible de conferer une perte de Pactivite transact ivatrice 
de la proteine Tat de type sauvage. 

5 7. Mutant selon Tune des revendications 3 a 6, caracterise en ce qu'il comporte 

une mutation dans la region N-terminale du doxnaine 4 de la proteine Tat de type 
sauvage, notamment dans la partie delimitee de Pacide amin6 en position 49 a Pacide 
amine en position 57. 

-to 8; Mutant selun la levendication 7, caract6ris6 en ce qu^fi comporte une 

mutation dans la region N-terminale du domaine 4 de la proteine Tat de type sauvage 
dans la partie delimitee de Pacide amine en position 49 a Pacide amine en position 55. 

9. Mutant selon Pune des revendications 3 a 8, caracterise en ce qu'il comporte 
15 une mutation dans Pune au moins des regions suivantes dans le domaine 5 de la proteine 

Tat de type sauvage : 

- le motif RGD, 

*c- la region 88-92, de preference en positions 89 et/ou 92. 

20 10. Mutant selon Pune des revendications 3 a 9, caracterise en ce qu'il comporte 

une mutation dans le domaine 2 de la proteine Tat de type sauvage, notamment le 
remplacement de Pune quelconque des cysteines, avantageusement par une serine. 

i 
i 

11. Mutant selon Pune des revendications 3 a 10, caracterise en ce qu'il 
25 comporte Pune au moins des mutations suivantes : 

- remplacement en position 27 d'une cysteine par une serine, 

- remplacement en position 51 d'une lysine par une threonine, 

- remplacement en position 52 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 55 d'une arginine par une leucine, 
30 - remplacement en position 57 d'une arginine par une leucine, 

- remplacement en position 79 d'une glycine par une alanine, 

- remplacement en position 89 d'une lysine par une leucine, 
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- remplacemeifl^position 92 d'un acide glutamique par i^^lutamine. 



12. Mutant selon Pune des revendications 3 a 11, caracterise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant deux mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune 
des mutations etant repr6sentee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre 
indique la position de 1' acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a 
l'acide amine stir lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a 
P acide amine remplacant P acide amine precedant le chiffre : 

K51T-R52L 

K51T-R55L 

K51T-R57L 

K51T-G79A 

K51T-K89L 

K51T-E92Q 

R52L-R55L 

R52L-R57L 

R52L-G79A 

R52L-K89L 

R52L-E92Q 

R55L-R57L 

R55L-G79A 

R55L-K89L 

R55L-E92Q 

R57L-G79A 

R57L-K89L 

R57L-E92Q 

G79A-K89L 

G79A-E92Q 

K89L-E92Q 
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rem placem ent en position 92 d'un acide _gl utamique par une glutamine, 



12. Mutant selon Tune des revendications 3 a 11, caracterise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant deux mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune 
5 des mutations 6tant representee par un triplet: lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre 

indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a 
Pacide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a 
Tacide amine rempla9ant l'acide amine precedant le chiffre : 





K51T-R52L 


(SEQ ID NO : 2) 


•to 


K51T-R55L — 


(SEQ ID MO . 3) 




K51T-R57L 


(SEQ ID NO : 4) 




K51T-G79A 


(SEQ ED NO : 5) 




K51T-K89L 


(SEQ ID NO : 6) 




K51T-E920 


(SEQ ID NO : 7) 


15 


R52L-R55L 


(SEQ ED NO : 8) 




R52L-R57L 


(SEQ ED NO : 9) 




R52L-G79A 


(SEQ ED NO : 10) 






fq-pO TD NO • 1 D 

^k)X>V^ JUL/ ix VV • L Jl J 




R52L-E92Q 


(SEQ ID NO : 12) 


20 


R55L-R57L 


(SEQ ED NO : 13) 




R55L-G79A 


(SEQ ED NO : 14) 




R55L-K89L 


(SEQ ED NO : 15) 




R55L-E92Q 


(SEQ ED NO: 16) 




R57L-G79A 


(SEQ ED NO: 17) 


25 


R57L-K89L 


(SEQ ED NO : 18) 




R57L-E92Q 


(SEQ ID NO: 19) 




G79A-K89L 


(SEQ ED NO : 20) 




G79A-E92Q 


(SEQ ID NO : 21) 




K89L-E92Q 


(SEQ ED NO : 22) 
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13. Mutant si 




la revendication 12, caracterise en ce 




est choisi parmi les 



mutants suivants : 

K51T-R55L 
R52L-R55L 
R52L-G79A 
R55L-R57L 
G79A-K89L 

14. Mutant selon l'une des revendications 3 k 11, caracterise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant trois mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune 
des mutations etant representee par un triplet: lettre-chifrre-lettre, dont le chiffre 
indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond k 
l'acide amin6 sur iequel porte la mutation et la lettre suivant le chif&e correspond a 
1'acide amin6 rempla9ant l'acide amin6 precedant le chif&e : 



C27S-K51T-R52L 

C27S-K51T-R55L 

C27S-K51T-R57L 

C27S-K51T-G79A 

C27S-K51T-K89L 

C27S-K51T-E92Q 

C27S-R52L-R55L 

C27S-R52L-R57L 

C27S-R52L-G79A 

C27S-R52L-K89L 

C27S-R52L-E92Q 

C27S-R55L-R57L 

C27S-R55L-G79A 

C27S-R55L-K89L 

C27S-R55L-E92Q 

C27S-R57L-G79A 

C27S-R57L-K89L 

C27S-R57L-E92Q 
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13. Mutant selaMa revendication 12, caracteris6 en ce qu'irest choisi parmi les 



mutants suivants : 

K5 1T-R55L (SEQ ID NO : 3) 

R52L-R55L (SEQ ID NO : 8) 

5 R52L-G79A (SEQ ID NO : 10) 

R55L-R57L (SEQ ID NO : 1 3) 

G79A-K89L (SEQ ID NO : 20) 

14. Mutant selon l'une dcs revendications 3 a 11, caract6rise en ce qu'il est 

-10 choisi par le s mutants prtsentant trois mutations tollcs qu'indiquces ci-apies, chacmie 

des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre 
indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a 
Pacide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a 





l'acide amine remplacant l'acide amine precedant le chiffre : 


15 


C27S-K51T-R52L 


(SEQ ID NO : 23) 




C27S-K51T-R55L 


(SEQ ID NO : 24) 




C27S-K51T-R57L 


(SEQ ID NO : 25) 




C27S-K51T-G79A 


(SEQ ID NO : 26) 




C27S-K51T-K89L 


(SEQ ID NO : 27) 


20 


C27S-K51T-E92Q 


(SEQ ID NO : 28) 




C27S-R52L-R55L 


(SEQ ID NO: 29) 




C27S-R52L-R57L 


(SEQ ID NO : 30) 




C27S-R52L-G79A 


(SEQ ID NO : 31) 




C27S-R52L-K89L 


(SEQ ID NO : 32) 


25 


C27S-R52L-E92Q 


(SEQ ID NO : 33) 




C27S-R55L-R57L 


(SEQ ID NO : 34) 




C27S-R55L-G79A 


(SEQ ID NO : 35) 




C27S-R55L-K89L 


(SEQ ID NO : 36) 




C27S-R55L-E92Q 


(SEQ ID NO : 37) 
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C27S-R57L-G79A 


(SEQ ID NO : 38) 




C27S-R57L-K89L 


(SEQ ID NO : 39) 




C27S-R57L-E92Q 


(SEQ ID NO : 40) 
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C27S-G7^^89L 

C27S-G79A-E92Q 
C27S-K89L-E92Q 

15. Mutant selon la revendication 14, caract6rise en ce qu'il est choisi panni les 
mutants suivants : 

C27S-K51T-R55L 
C27S-R52L-R55L 
C27S-R52L-G79A 



16. Mutant selon l'une des revendications 3 a 11, caracterise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant quatre mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune 
des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre 
indique la position de l'acide amin6 mut6, la lettre precedant le chiffre correspond a 
l'acide amin6 sar lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffire correspond a 
l'acide amine rempla9ant l'acide amine precedant le chiffre : 

C27S-K5 1T-R52L-G79A 

C27S-K5 1T-R52L-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-E92Q 

C27S-K5 1T-R55L-G79A 

C27S-K5 1T-R55L-K89L 

C27S-K5 1T-R55L-E92Q 

C27S-K5 1T-R57L-G79A 

C27S-K51T-R57L-K89L 

C27S-K5 1T-R57L-E92Q 

C27S-K5 1T-G79A-K89L 

C27S-B^5 1T-G79A-E92Q 

C27S-K5 1T-K89L-E92Q 

C27S-R52L-G79A-K89L 

C27S-R52L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-R55L-G79A 
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C27S-G79?W£89L (SEQ ID NO : 41) 



C27S-G79A-E92Q (SEQ ID NO : 42) 

C27S-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 43) 



5 15. Mutant selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 

mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L (SEQ ID NO : 24) 

C27S-R52L-R55L (SEQ ID NO : 29) 

C27S-R52L-G79A (SEQ ED NO : 31) 

iQ ___ ^ 

16. Mutant selon l'une des revendications 3 a 11, caract6rise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant quatre mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune 
des mutations 6tant repr6sentee par un triplet: lettre-chiffre-lettre, dont le cliiffre 
indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a 
15 l'acide amine sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a 

l'acide amin6 remplacant l'acide amine precedant le chiffre : 





C27S-K5 1T-R52L-G79A 


(SEQ ID NO: 


44) 




C27S-K51T-R52L-K89L 


(SEQ ID NO: 


45) 




C27S-K5 1T-R52L-E92Q 


(SEQ ID NO : 


46) 


20 


C27S-K51T-R55L-G79A 


(SEQ ID NO : 


:47) 




C27S-K5 1T-R55L-K89L 


(SEQ ID NO: 


:48) 




C27S-K5 1T-R55L-E92Q 


(SEQ ID NO 


:49) 




C27S-K5 1 T-R57L-G79A 


(SEQ ID NO: 50) 

« 




C27S-K51T-R57L-K89L 


(SEQ ID NO 


:51) 


25 


C27S-K51T-R57L-E92Q 


(SEQ ID NO 


:52) 




C27S-K5 1T-G79A-K89L 


(SEQ ID NO 


:53) 




C27S-K5 1T-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO 


:54) 




C27S-K5 1T-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO 


: 55) 




C27S-R52L-G79A-K89L 


(SEQ ID NO 


:56) 


30 


C27S-R52L-G79A-E92Q 


(SEQ ID NO 


:57) 




C27S-R52L-K89L-E92Q 


(SEQ ID NO 


:58) 




C27S-R52L-R55L-G79A 


(SEQ ID NO 


:59) 
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^b5L-K89L 



C27S-R5 
C27S-R52L-R55L-E92Q 
C27S-R52L-R57L-G79A 
C27S-R52L-R57L-K89L 
C27S-R52L-R57L-E92Q 
C27S-R55L-G79A-K89L 
C27S-R55L-G79A-E92Q 
C27S-R55L-K89L-E92Q 
C27S-R55L-R57L-G79A 
C27S-R55L-R57L-K89L 
C27S-R55L-R57L-E92Q 
C27S-R57L-G79A-K89L 
C27S-R57I^G79A-E92Q 
C27S-R57L-K89L-E92Q 
C27S-G79A-K89L-E92Q 



17. Mutant selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 
mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L-G79A 
C27S-K5 1T-R55L-K89L 
C27S-K5 1T-R55L-E92Q 
C27S-R52L-R55L-G79A 

18. Mutant selon l'une des revendications 3 a 11, caracterise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant cinq mutations telles qu'indiquees ci-apres, chacune 
des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre 
indique la position de Pacide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a 
l'acide amin6 sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a 
l'acide amine rempla9ant l'acide arnin6 pr6cedant le chiffre : 

C27S-K5 1T-G79A-K89L-E92Q 
C27S-K5 1T-R52L-R55L-G79A 
C27S-K5 1 T-R52L-R55L-K89L 



15 



20 



25 



30 



>l^5 
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C27S-R52I^55L-K89L 



rSEO ID NO : 60) 



C27S-R52L-R55L-E92Q 

C27S-R52L-R57L-G79A 

C27S-R52L-R57L-K89L 

C27S-R52L-R57L-E92Q 

C27S-R55L-G79A-K89L 

C27S-R55L-G79A-E92Q 

C27S-R55L-K89L-E92Q 

C27S-R55L-R57L-G79A 

C27S-R53L-R57L-ICS9L 



(SEQ ID NO : 61) 
(SEQ ID NO : 62) 
(SEQ ED NO : 63) 
(SEQ ID NO : 64) 
(SEQ ID NO: 65) 
(SEQ ID NO: 66) 
(SEQ ID NO : 67) 
(SEQ ID NO : 68) 
(SEQ ID NO: 69) 



C27S-R55L-R57L-E92Q 
C27S-R57L-G79A-K89L 
C27S-R57L-G79A-E92Q 
C27S-R57L-K89L-E92Q 
C27S-G79A-K89L-E92Q 



(SEQ ID NO : 70) 
(SEQ ID NO : 71) 
(SEQ ID NO : 72) 
(SEQ ID NO : 73) 
(SEQ ID NO: 74) 



17. Mutant selon la revendication 1 6, caracterise en ce qu'il est choisi parnii les 
mutants suivants : 



C27S-K5 1T-R55L-G79 A 
C27S-K51T-R55L-K89L 
C27S-K51T-R55L-E92Q 
C27S-R52L-R55L-G79A 



(SEQ ID NO : 47) 
(SEQ ID NO : 48) 
(SEQ ID NO : 49) 
(SEQ ID NO : 59) 



18. Mutant selon l'une des revendications 3 a 11, caracterise en ce qu'il est 
choisi par les mutants presentant cinq mutations telles qu'indiqu6es ci-apres, chacune 
des mutations etant representee par un triplet : lettre-chiffre-lettre, dont le chiffre 
indique la position de l'acide amine mute, la lettre precedant le chiffre correspond a 
l'acide amind sur lequel porte la mutation et la lettre suivant le chiffre correspond a 
l'acide amine remplacant l'acide amin6 precedant le chiffre : 

C27S-K51T-G79A-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 75) 

C27S-K51T-R52L-R55L-G79A (SEQ ID NO: 76) 

C27S-IC5 1T-R52L-R55L-K89L (SEQ ID NO : 77) 
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C27S-K5 l4RjL-R55L-E92Q 

C27S-K5 1 T-R52L-R57L-G79A 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-E92Q 

C27S-K5 1T-R52L-G79A-K89L 

C27S-K5 1T-R52L-G79A-E92Q 

C27S-K51T-R52L-K89L-E92Q 

C27S-K5 1T-R55L-R57L-G79A 

C27S-K5 1T-R55L-R57L-K89L 

C27S-K5 1T-R55L-R57L-E92Q 

C27S-K5 IT-R55L-G79A-K89L 

C27S-K5 1T-R55L-G79A-E92Q 

C27S-K5 1T-R55L-K89L-E92Q 

C27S-K5 1T-R57L-G79 A-K89L 

C27S-K5 1T-R57L-G79A-E92Q 

C27S-K5 1T-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-R55L-R57L-G79A 

C27S-R52L-R55L-R57L-K89L 

C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q 

C27S-R52L-R55L-G79A-K89L 

C27S-R52L-R55L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-R57L-G79A-K89L 

C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q 

C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R52L-G79A-K89L-E92Q 

C27S-R55L-R57L-G79A-K89L 

C27S-R55L-R57L-G79A-E92Q 

C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q 

C27S-R55L-G79A-K89L-E92Q 

C27S-R57L-G79A-K89L-E92Q 
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C27S-K51T : R52L-R55L-E920 (SE Q - ED NO : 78 )- 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-G79A (SEQ ID NO : 79) 

C27S-K5 1T-R52L-R57L-K89L (SEQ ID NO : 80) 

C27S-K5 1 T-R52L-R57L-E92Q (SEQ ID NO : 8 1) 

C27S-K51T-R52L-G79A-K89L (SEQ ED NO : 82) 

C27S-K5 IT-R52L-G79A-E92Q (SEQ ID NO : 83) 

C27S-K5 1T-R52L-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 84) 

C27S-K5 1T-R55L-R57L-G79A (SEQ ED NO : 85) 

C27S-K5 IT-R55L-R57L-K89L (SEQ ID NO : 86) 



_C27S K51T R55.T, P.57I, E0?Q (SEQ JD NO : 87)' 



C27S-IC51T-R55L-G79A-K89L (SEQ ID NO : 88) 

C27S-K5 1T-R55L-G79A-E92Q (SEQ ED NO : 89) 

C27S-K51T-R55L-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 90) 

C27S-K5 1T-R57L-G79A-K89L (SEQ ED NO : 9 1 ) 

C27S-K51T-R57L-G79A-E92Q (SEQ ED NO : 92) 

C27S-K5 1T-R57L-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 93) 

C27S-R52L-R55L-R57L-G79A (SEQ ED NO : 94) 

C27S-R52L-R55L-R57L-K89L (SEQ ED NO : 95) 

C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q (SEQ ED NO : 96) 

C27S-R52L-R55L-G79A-K89L (SEQ ED NO: 97) 
C27S-R52L-R55L-G79A-E92Q . (SEQ ID NO : 98) 

C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 99) 

C27S-R52L-R57L-G79A-K89L (SEQ ED NO : 100) 

C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q (SEQ ID NO : 101) 

C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 1 02) 

C27S-R52L-G79A-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 103) 

C27S-R55L-R57L-G79A-K89L (SEQ ED NO : 104) 

C27S-R55L-R57L-G79 A-E92Q (SEQ ED NO : 1 05) 

C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q (SEQ ID NO : 106) 

C27S-R55L-G79A-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 1 07) 

C27S-R57L-G79A-K89L-E92Q (SEQ ED NO : 1 08) 
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19. Mutant selSPfa revendication 18, caracterise en ce qu^BIt choisi paxmi les 

mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L 
C27S-K51T-R55L-G79A- E92Q 

20. S6quences nucleotidiques codant pour l'un des mutants selon l'une des 
revendications 3 a 19. 

21. Lignee cellulaire transfectee avec une sequence nucleotidique selon la 
revendication 20. 

22. Anticorps diriges contre l'un des mutants selon l'une quelconque des 
revendications 3 a 19. 

23. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, contenant a titre de 
substance active l'un au moins des mutants selon l'une des revendications 3 a 19 ou ; 
l'une au moins des sequences nucleotidiques selon la revendication 20, place sous le • 
contrSle d'elements necessaires a une expression constitutive de l'un des mutants selon 
l'une des revendications 3 a 19 ou l'un au moins des anticorps selon la revendication 22, . 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement approprid. 

24. Composition diagnostique pour la detection et/ou la quantification du virus 
VTH-1 comprenant au moins un mutant tel que defini dans l'une des revendications 3 a 
19, ou au moins un anticorps selon la revendication 22. 

25. Proced6 de d6tection et/ou de quantification du virus VIH-1 dans un 
echantillon biologique preleve chez un individu susceptible d'etre infecte par le VIH-1, 
tel que plasma, serum ou tissu, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a : 

- mettre en contact ledit echantillon biologique avec une composition 
diagnostique comprenant un mutant tel que defini dans l'une des revendications 3 a 19 
ou un anticorps selon la revendication 22, dans des conditions predeterminees qui 
permettent, s'il y a lieu, la formation de complexes anticorps/antigene(s) entre le mutant 
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1Q Mutan t s^^1a revendir^tion J 8, caracterise en r,ff q^^ es t c h o isi p armi les _ 

mutants suivants : 

C27S-K5 1T-R55L-G79A-K89L (SEQ ID NO : 88) 

C27S-K51T-R55L-G79A- E92Q (SEQ ID NO : 89) 

20. Sequences nucleotidiques codant pour Tun des mutants selon Pune des 
revendications 3 a 19. 



21. Lignee cellulaire transfectee avec une sequence nucl6otidique selon la 
TO revendication 20. 




5 



22. Anticorps diriges contre Tun des mutants selon Tune quelconque des 
revendications 3 a 19. 

15 23. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, contenant a titre de 

substance active Fun au moins des mutants selon l'une des revendications 3 a 19 ou 
Tune au moins des sequences nucleotidiques selon la revendication 20, place sous le 
contrSle d'61ements necessaires k une expression constitutive de r*m des mutants selon 
Tune des revendications 3 a 19 ou Tun au moins des anticorps selon la revendication 22, 

20 en association avec un vehicule pharmaceutiquement approprie. 

24. Composition diagnostique pour la detection et/ou la quantification du virus 
VTH-1 comprenant au moins un mutant tel que defini dans Tune des revendications 3 a 
1 9, ou au moins un anticorps selon la revendication 22. 

25 

25. Procede de detection et/ou de quantification du virus VIH-1 dans un 
echantillon biologique prelev6 chez un individu susceptible d'etre infectd par le VIH- 
1, tel que plasma, serum ou iissu, caract6rise en ce qu'il comprend les Stapes 
consistant a : 

30 - mettre en contact ledit Echantillon biologique avec une composition 

diagnostique comprenant un mutant tel que dSfini dans Tune des revendications 3 a 19 
ou un anticorps selon la revendication 22, dans des conditions pr6d6terminees qui 
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susdefini et des anti(^^[ diriges contre la prot&ne Tat de typ^^vage ou entre les 
anticorps susdefinis et la proline Tat de type sauvage, et 

- detecter et/ou quantifier la formation desdits complexes par tout moyen 
approprie. 

26. Utilisation d'au moins un mutant tel que defini dans Tune des 
revendications 3 a 19 ou d'au moins un anticorps tel que defini dans la revendication 22 
. pour le diagnostic in vitro du virus VTH-1 dans un echantillon ou pr61evement 
biologique. 



27. Utilisation d'au moins un mutant tel que defini dans Tune des 
revendications 3 a 19 ou d'au moins un anticorps selon la revendication 22 pour la 
preparation d'une composition vaccinale. 
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. la formation de complexes anticorosTantigenefe) entre le 

mutant susdefini et des anticorps diriges contre la proteine Tat de type sauvage ou 
enlre les anticorps susdefinis et la proteine Tat de type sauvage, et 

- d&ecter et/ou quantifier la formation desdits complexes par tout moyen 
5 approprie. 

26. Utilisation d'au raoins un mutant tel que defini dans Tune des 
revendications 3 a 19 ou d'au moins un anticorps tel que defini dans la revendication 
22 pour le diagnostic in vitro du virus VIH-1 dans un echantillon ou pr61evement 

■to biulogique. — — " 

27. Utilisation d'au moins un mutant tel que defini dans Tune des 
revendications 3 & 19 ou d'au moins un anticorps selon la revendication 22 pour la 
preparation d'une composition vaccinale. 
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C)pEGFP-K51T 
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G) pEGFP-K89L 




E) pEGFP-R55L 



F) pEGFP-G79A 




K) pEGFP-STL 



L) pEGFP-STLA 
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FIGURE 5 



LISTE DE SEQUENCES 




<110> BIOMERIEUX SA 

<120> MUTANTS DE LA. PROTEINE TAT DU VIRUS VIH-1 

<130> 1FB 01 CE BIO MTAT 

<140> FR 02/00319 

<141> 2002-01-11 

<160> 108 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 101 

<212> PRT 



<213> virus VIH-1 



<400> 1 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 2 1 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant K51T-R52L de la proteine Tat 
<400> 2 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 



2 



50 



* 



Arg Lys Thr Leu Arg Gln^^p Arg Arg Ser Pro Gliv Asp Ser GlHr 



60 



His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 

65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 ' 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 3 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 
<220> 

<223> mutant K51T-R55L de la proteine Tat 
<400> 3 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 ^ 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 4 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant K51T-R57L de la proteine Tat 

<400> 4 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 " 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 



-grrg Lys Thr Arg Arg G in Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Se r Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 5 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> mutant K51T-G79A de la prot^ine Tat 
<400> 5 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 6 
<211> 101" 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant K51T-K89L de la proteine Tat 
<400> 6 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 



Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 



4 



His Cys Gin Val Cys PheMB Lys Lys Gly Leu Gly He Ser T^^B.y 

35 40 45 ^ 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 *** 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 

85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 7 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant K51T-E92Q de la proteine Tat 
<400> 7 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 " 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 .90 .95 

Thr Asp Pro Val Asp • * 

100 



<210> 8 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R52L-R55L de la proteine Tat 
<400> 8 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 



Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 




"H is C y s Gin Val Cys Phe Thr Lya Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly - 
35 5 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 9 

<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 
<220> 

<223> mutant R52L-R57L de la proteine Tat 
<400> 9 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 " 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 ~ 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 10 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R52L-G79A de la proteine Tat 

<400> 10 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 • 10 I 5 



6 



Gin Pro Lys Thr Ala Cys 
20 




.sn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys 
25 30 



# 



His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser-Glu Thr 
50 # 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 11 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R52L-K89L de la proteine Tat 

<400> 11 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 „ 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 " 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 ~ 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 12 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R52L-E92Q de la proteine Tat 



<400> 12 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 -15 
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Glh" 


fro 


"Lys 


Thr 
20 


Ala 


Cys 


Asn 


Asn 


Cys 
25 


Tyr 


Cys 


Lys 


Lys 


Cys 
30 


Cys 


Phe 


His 


Cys 


Cln 
35 


Val 


Cys 


Phe 


Thr 


Lys 
40 


Lys 


Gly 


Leu 


Gly 


He 
45 


Ser 


Tyr 


Gly 


Arg 


Lys 
50 


Lys 


Leu 


Arg 


Gin 


Arg 
55 


Arg 


Arg 


Ser 


Pro 


Gin 
60 


Asp 


Ser 


Glu 


Thr 


His 

Oj 


Gin 


Val 


Ser 


Leu 


Ser 
/ U 


Lys 


Gin 


Pro 


Ala 


Ser 

75 


Gin 


Pro 


Arg 


Gly 


Asp 
80 


Pro 


Thr 


Gly 


Pro 


Lys 
85 


Glu 


Ser 


Lys 


Lys 


Lys 
90 


Val 


Gin 


Arg 


Glu 


Thr 
95 


Glu 

i 


Thr 


Asp 


Pro 


Val 
100 


Asp 

























<210> 13 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R55L-R57L de la proteine Tat 

<400> 13 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 " 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 - 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

t 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 14 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R55L-G79A de la proteine Tat 



<400> 14 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 ^ 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


15 

101 

PRT 

sequence artificielle 












<220> 
<223> 


mutant R55L-K8 9L de la proteine Tat 












<400> 15 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp 
1.5 10 


Lys 


His 


Pro 


Gly 
15 


Ser 


Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys 
20 25 


Lys 


Lys 


Cys 
30 


Cys 


Phe 


His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu 
35 40 


Gly 


He 
45 


Ser 


Tyr 


Gly 



Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 1 " 55 60 ? 



His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 16 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> mutant R55L-E92Q de la proteine Tat 



9 




<4O0> — 14— = - 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
: S5 96 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 17 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 
<220> 

<223> mutant R57L-G79A de la proteine Tat 

<400> 17 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 ~ 30 

His Cys Gin' Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Glv 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 ~ 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 ' 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 18 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



10 



<220> 

<223> mutant R57L-K89L de la prot6ine Tat 
<400> 18 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 19 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant R57L-E92Q de la proline Tat 
<400> 19 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 j 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 " 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 20 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



11 



<220> 

<223> mutant G7 9A-K89L de la proteine Tat 
<4 00> 20 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu GLu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 ~ 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

Hi s Gin Val — Ser Leu Sex— Lys Gin Pro Ala Sor Cln Pro Arg Ala A3p 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 





100 






<210> 


21 






<211> 


101 






<212> 


PRT 






<213> 


sequence 


artificielle 


<220> 








<223> 


mutant G79A-E92Q 


de la proteine Tat 


<400> 


21 






Met Glu Pro Val 


Asp Pro 


Lys Leu Glu Pro Trp 


1 




5 


10 


Gin Pro Lys Thr 


Ala Cys 


Asn Asn Cys Tyr Cys 




20 




25 



15 



30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 ' 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 * 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 22 
<211> 101 
<212> PRT 



12 



<213> sequence artific 
<220> 

<223> mutant K89L-E92Q de la proteine Tat 

<400> 22 ^_ 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 - • 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 23 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R52L de la proteine Tat 

<400> 23 ^ 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30. 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser iyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 24 
<211> 101 



13 



<212> PRT 



<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L de la proteine Tat 
<4G0> 24 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 SO 



His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 " 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 





100 


<210> 


25 


<211> 


101 


<212> 


PRT 


<213> 


sequence artificielle 


<220> 




<223> 


mutant C27S-K51T-R57L de 


<400> 


25 


Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu 


1 


5 



10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lvs Cys Cys Phe 
20 25 " 30 , 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 " 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 26 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-G79A de la proteine Tat 

<400> 26 t 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 ~ 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 ~ 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 27 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-K89L de la proteine Tat 

<400> 27 ^ o 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
! 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



15 



<210> — 2B 

<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-E92Q de la proteine Tat 
<400> 28 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 



Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 29 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L de la proteine Tat 
<400> 29 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

? 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 ^ 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



16 



<210> 30 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R57L de la proteine Tat 

Met°Glu 3 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
X 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin. Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 "* 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 31 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-G79A de la proteine Tat 

Met°Glu 3 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
, 5 10 I 5 

1 3 - 1 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



17 



V X \J ^ 


"3? 


<211> 


101 


<212> 


PRT 


<213> 


sequence artificielle 


<220> 




<223> 


mutant C27S-R52L-K89L 


<400> 


32 



Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Ly3 Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 : 4-0 4-5 



Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


33 

101 

PRT 

sequence 


artificielle 
















<220> 
<223> 


mutant C27S-R52L- 


-E92C 


! de 


la proteine 


Tat 










<400> 
Met Glu 
1 


33 
Pro 


Val 


Asp 
5 


Pro 


Lys 


Leu 


Glu 


Pro Trp 
10 


Lys 


His 


Pro 


Gly 
i 


Ser 


Gin Pro 


Lys 


Thr 
20 


Ala 


Cys 


Asn 


Asn 


Cys 
25 


Tyr Ser 


Lys 


Lys 


Cys 
30 


Cys 


Phe 


His Cys 


Gin 
35 


Val 


Cys 


Phe 


Thr 


Lys 
40 


Lys 


Gly Leu Gly 


He 
45 


Ser 


Tyr 


Gly 


Arg Lys 
50 


Lys 


Leu 


Arg 


Gin 


Arg 
55 


Arg Arg 


Ser Pro 


Gin 
60 


Asp 


Ser 


Glu 


Thr 


His Gin 
65 


Val 


Ser 


Leu 


Ser 
70 


Lys 


Gin 


Pro 


Ala Ser 
75 


Gin 


Pro 


Arg 


Gly Asp 
80 


Pro Thr 


Gly 


Pro 


Lys 
85 


Glu 


Ser 


Lys 


Lys 


Lys Val 
90 


Gin Arg 


Glu 


Thr 
95 


Glu 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



18 



<210> 34 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-R57L de la proteine Tat 
<400> 34 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe. 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 35 
<211> 101 
<212> PRT 
<213> sequence 


artificielle 










<220> 

<223> mutant C27S-R55L- 


•G7 9A de 


la proteine Tat 




<400> 35 
Met Glu Pro 
1 


Val 


Asp 
5 


Pro 


Lys Leu 


Glu 


Pro 
10 


Trp Lys 


His Pro Gly Ser 


Gin Pro 


Lys 


Thr 
20 


Ala 


Cys 


Asn Asn 


Cys 
25 


Tyr 


Ser Lys 


Lys Cys Cys Phe 
30 


His Cys 


Gin 
35 


Val 


Cys 


Phe 


Thr Lys 
40 


Lys 


Gly 


Leu Gly 


lie Ser Tyr Gly 
45 


Arg Lys 
50 


Lys 


Arg 


Arg 


Gin 


Leu Arg Arg 
55 


Ser 


Pro Gin 
60 


Asp Ser Glu Thr 


His Gin 
65 


Val 


Ser 


Leu 


Ser 
70 


Lys Gin 


Pro 


Ala 


Ser Gin. Pro Arg Ala Asp 
75 80 


Pro Thr 


Gly 


Pro 


Lys 
85 


Glu 


Ser Lys 


Lys 


Lys 
90 


Val Glu Arg Glu Thr Glu 
95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



19 




<210> — 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-K89L de la proteine Tat 
<400> 36 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 10 15 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 30 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 37 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> 

<223> mutant C27S-R55L-E92Q de la proteine Tat 
<400> 37 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 ~ 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



20 



<210> 38 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> mutant C27S-R57L-G79A de la proteine Tat 



<400> 38 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 35 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 39 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R57L-K8 9L de la proteine Tat 
<400> 39 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 "* 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



65 



70 



75 



80 



21 



<21U> 40 

<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R57L-E92Q de la proteine Tat 
<400> 40 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 



Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 41 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-G7 9A-K89L de la proteine Tat 

<4O0> 41 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

15 10 ^5 

i 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



22 



i 

<2 lu> 




<211> 


101 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artiixt-icxic 


<220> 




<223> 


mutant C27S-G79A-E92Q 


<4 00> 


42 


Met Glu Pro Val Asp Pro Lys : 


1 


5 



10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 " 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 43 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K89L-E92Q de la proteine Tat 
<400> 43 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 ~ 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 " 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
8 5 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



23 



<210> 


4 4 


<211> 


101 


<212> 


PRT 


<213> 


sequence artificielle 


<220> 




<223> 


mutant C27S-K51T-R52L- 


<400> 


44 



Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35— AO 45 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 


45 






<211> 


101 






<212> 


PRT 






<213> 


sequence artificielle 






<220> 








<223> 


mutant C27S-K51T-R52L-K89L cle la proteine Tat 






<400> 


45 






Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro 


Gly 


Ser 


1 


5 10 






Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys 


Cys 


Phe 



20 25 30 



His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



24 



<210> 46 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<223> mutant C27S-K51T-R52L-E92Q de la proline Tat 

<4 00> 46 T Xivs His Pro Gly Ser 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp uys 



Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 



35 40 



Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 



60 



His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 



65 



70 



75 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 



85 90 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 47 
<211> 101 

<212> PRT # 
<213> sequence artificxelle 

^223> mutant C27S-K51T-R55L-G79A de la proteine Tat 
SEViro wl *sp Pro Lys Leu Gl u Pro Trp Ly, Bis Pro Gly S.r 



Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 
His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly II. Ser Tyr Gly 

35 40 
Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 



50 5 5 



His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 ™ 75 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



regue le 06/05/02 

25 



s^r9s> — 4-e- 



<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificieile 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-K89L de la proteine Tat 
<400> 48 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser _ 
35 M - 45 " 



Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 49 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificieile 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-E92Q de la proteine Tat 
<400> 49 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 \5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



26 




<210> 50 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R57L-G79A de la proteine Tat 

<400> 50 s 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 - 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Airg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 " 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 51 

<211> 101 3 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R57L-K89L de la proteine Tat 

<400> 51 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 .10 ^5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 52 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artilicielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R57L-E92Q die la proteine Tat 
<^400> 52 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 30 i 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 

35 40 45 



Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 ' 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 53 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-G79A-K89L de la proteine Tat 

V* 

<400> 53 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

! 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



28 



<210> 54 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

^223> mutant C27S-K51T-G7 9A-E92Q de la proteine Tat 

Met°Glu 5 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 • ia 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro. Arg Ala Asp 
65 70 75 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 55 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-K89L-E92Q de la proteine Tat 
Me^Gl/Iro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

i s 10 r . 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25. 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 9° 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 55 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-G79A-K8 9L de la proteine Tat 

<400> 56 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 4X) -45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 57 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-G7 9A-E92Q de la proteine Tat 
<400> 57 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 io 15 

I 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 ~ 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



30 



<210> 58 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> , . m . 

<223> mutant C27S-R52L-K89L-E92Q de la proteine Tat 

Met°Glu 5 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro G^y Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 " 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 59 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-G79A de la proteine Tat 

<400> 59 _ 
Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 " 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 " 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 " 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 60 
<211> 101 
<212> PRT 



<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-K89L de la proteine Tat 
<400> 60 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 30 i 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 

35 40 ■ -^S 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 61 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-E92Q de la prot6ine Tat 
<4 00> 61 * 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 -55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



32 



<210> 62 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R57L-G79A de la proteine Tat 
<400> 62 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 ~ 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 63 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R57L-K89L de la proteine Tat 
<400> 63 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25^ 30 

His Cys Gin Val Cys Phe thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



33 



<210> — 63 
<2ll> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

-> 

<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R57L-E92Q de la proteine Tat 
<4 00> 64 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 4-0 $5 — 



Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 65 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-G7 9A-K89L de la proteine Tat 
<4 00> 65 

Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
10 15 

\ 

Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
25 30 

Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
45 

Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
60 

Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
75 ~ 80 

Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu 
1 5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn 
20 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys 
35 40 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg 
50 55 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin 
65 70 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys 



34 



<210> 66 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> , _ . 

<223> mutant C27S-R55L-G79A-E92Q de la proteme Tat 

<4O0> 66 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe. 
20 " 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 67 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-K89L-E92Q de la proteme Tat 

Met°Glu 6 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 ^5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 68 
<211> 101 
<212> PRT 



<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-R57L-G79A de la proteine Tat 
<400> 68 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 30 i 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

35 4-0 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 


69 






<211> 


101 






<212> 


PRT 






<213> 


sequence artificielle 






<220> 








<223> 


mutant C27S-R55L-R57L-K8 9L de la proteine Tat 






<400> 


69 






Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro 


Gly 


Ser 


1 


5 10 


15 




Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys 


Cys 


Phe 



20 25 30 



His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



36 



<210> 70 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> , . m . 

<223> mutant C27S-R55L-R57L-E92Q de la proteme Tat 

Met°Glu 7 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 71 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> . . _ _ 

<223> mutant C27S-R57L-G7 9A-K89L de la proteme Tat 

Met°Glu 7 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 72 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R57L-G7 9A-E92Q de la proteine Tat 
<400> 72 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 4-0 4-5 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 


73 






<211> 


101 






<212> 


PRT 






<213> 


sequence artificielle 






<220> 








<223> 


mutant C27S-R57L-K89L-E92Q de la proteine Tat 






<400> 


73 






Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro 


Gly 


Ser 


X 


5 10 


15 

1 




Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys 


Cys 


Phe 



20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 ~ 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



38 



<210> 74 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 

<22?> mutant C27S-G79A-K89L-E92Q de la proline Tat 



Met°Glu 7 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 



20 25 



His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

35 40 
Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 



50 



His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 



65 



70 



75 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 75 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 

<22?J mutant C27S-K51T-G79A-K89L-E92Q de la proteine Tat 

Met'Glu'Lo Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

1 5 ^ • 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 
His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 

50 55 
His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 



70 75 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 76 
<211> 101 
<212> PRT 



<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R52L-R55L-G79A de la prot£ine Tat 
<400> 76 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 30 i 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

a§ *9 = 4-5 ■ 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 " 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 


77 


<211> 


101 


<212> 


PRT 


<213> 


sequence artificielle 


<220> 




<223> 


mutant C27S-K51T-R52L 


<4 00> 


77 


Met Glu Pro Val Asp Pro Lys : 


1 


5 



10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



40 



<210> "78 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 

<223> matanr C27S-K51T-R52L-R55L-E92Q da 1, proline Tat 

SS^. 7 !» V,! Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Sar 

L Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asa Cys Tyr Sar Lys Lys Cys Cys Pha 
20 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 

^ L ys Thr Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 



55 



50 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 



65 



70 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 79 

<211> 101 

<212> PRT t t 

<213> sequence artif icielle 

<223> mutant C27S-K51T-R52L-R57L-G7 9A de la proteine Tat 



S^Sx. Pro val Asp Pro Lys Leu 31a Pro Trp Lys His Pro Gly Sar 

1 5 ' 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 
His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

35 40 
Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 

50 55 
His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 



85 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



41 




<210> 80 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R52L-R57L-K89L de la proteine Tat 
<400> 80 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 *e 45 ~ 



Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly As P 
65 7 0 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 81 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R52L-R57L-E92Q de la proteine Tat 

<400> 81 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Glv 
35 40 45 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 J 30 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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<210> 82 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 

<22 3 t mutant C27S-K51T-R52L-G79A-K89L de la proline Tat 

Me2°Glu 82 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 

Gin Pro Lys Thr. Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 

20 25 
His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

35 40 
Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 

50 55 
His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 83 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

^223^ mutant C27S-K51T-R52L-G79A-E92Q de la proteine Tat 

Se2°Glu 8 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 1° { 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 ^5 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 

35 40 
Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 

50 55 
His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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<210> 


84 


<211> 


101 


<212> 


PBT 


<213> 


sequence artificielle 


<220> 




<223> 


mutant C27S-K51T-R52L- 


<400> 


84 



Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 " 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
55 TO 45 

Arg Lys Thr Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 ~ 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 85 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-R57L-G79A de la proteine Tat 

<400> 85 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 ~ 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 4 0 4 5 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
6 5 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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<210> 86 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-R57L-K89L de la proline Tat 

Set°Glu 8 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 87 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-R57L-E92Q de la proteine Tat 

Met°Glu 8 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 V 5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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<210> 88 

<2H> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-G7 9A-K89L de la proteine Tat 

<400> 88 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 io 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
33 « 33 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 89 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-G7 9A-E92Q de la proteine Tat 

<400> 89 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

1 5 10 15 

» 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 "* 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 " 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 90 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artif icielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R55L-K89L-E92Q de la proteine Tat 



<400> 90 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 91 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R57L-G79A-K89L de la proteine .Tat 
<4 00> 91 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 " 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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<210> 92 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R57L-G79A-E92Q de la prot§ine Tat 
<400> 92 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 is 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 ' 30 



His Cys Gin Val Cys Ph e Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tvr Gly 
35 3D 45 



Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 , so 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 93 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-K51T-R57L-K89L-E92Q de la proteine Tat 

<400> 93 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 ,10 3,5 

! 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 " 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Thr Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 ™ 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 94 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-R57L-G7 9A de la proteine Tat 



<400> 94 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Ph€? 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro 
65 70 75 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 95 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-R57L-K8 9L de la proteine Tat 
<400> 95 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 



Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 

85 ' 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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i 



<210> 96 

<231> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-R57L-E92Q de la proteine Tat 

<400> 96 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cvs Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Glv 
35 40 53 ~ 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 y 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 97 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 

<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-G79A-K89L de la proteine Tat 
<4 00> 97 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
5 10 15 

f 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 98 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-G7 9A-E92Q de la proteine Tat 
<400> 98 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 99 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R55L-K89L-E92Q de la proteine Tat 
<400> 99 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



regue le 06/05/02 

51 



<210> 


100 


<211> 


101 


<212> 


PRT 


<213> 


sequence artif icielle 


<220> 




<223> 


mutant C27S-R52L-R57L-I 


<400> 


100 



Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 

15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 



His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys T. y* Gly T .e u Gly "P n Pn ^ ?y al 7 ~ 
— 3-5 ' 40 45 



Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 

50 55 60 

His Gin Val Ser Leu.. Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 ^gUnO 75 80 



Pro 




[y Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 


101 






<211> 


101 






<212> 


PRT 






<213> 


sequence 


artificielle 




<220> 








<223> 


mutant C27S-R52L-R57L-G79A-E92Q de la 


proteine Tat 


<400> 


101 






Met Glu Pro Val 


Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp 


Lys His Pro Gly 


1 




5 j 10 


15 


Gin Pro Lys Thr 


Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser 


Lys Lvs Cys Cys 




20 


25 


30 



His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 " 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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<210> 102 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-R57L-K89L-E92Q de la proteine Tat 

SetGlu^ro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 103 

<2H> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R52L-G79A-K89L-E92Q de la proteine Tat 

Met°Glu 1 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
! 5 10 IP 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Leu Arg Gin Arg Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 "55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 . 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 




<210> 104 
<211> 101 
<212> PRT 



<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-R57L-G79A-K89L de la proteine Tat 

i 

<400> 104 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
55 tt) T5 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Glu Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 105 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-R57L-G7 9A-E92Q de la proteine Tat 

<400> 105 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly lie Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 * 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



54 



<210> 106 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<2 20> 

<223> mutant C27S-R55L-R57L-K89L-E92Q de la proteine Tat 

Met°Glu l pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 ' 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 9° 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 



<210> 107 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> mutant C27S-R55L-G7 9A-K8 9L-E92Q de la proteine Tat 

Met°Glu 1 pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
1 5 10 * 5 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cys Gin Val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
35 ~ 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Leu Arg Arg Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 



Thr Asp Pro Val Asp 
100 



regue le 06/05/02 




<210> 108 

<211> 101 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> mutant C27S-R57L-G7 9A-K89L-E92Q de la proteine Tat 
<400> 108 

Met Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser 
15 10 15 

Gin Pro Lys Thr Ala Cys Asn Asn Cys Tyr Ser Lys Lys Cys Cys Phe 
20 25 30 

His Cy s Gin V al C ys Phe Th r L ys T.vs Gly Leu Gly Ilu Sex T yr igxy 
35" 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Leu Ser Pro Gin Asp Ser Glu Thr 
50 55 60 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Ala Ser Gin Pro Arg Ala Asp 
65 70 75 80 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Leu Lys Val Gin Arg Glu Thr Glu 
85 90 95 

Thr Asp Pro Val Asp 
100 
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